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INTRODUCCIÓN
Introducción 1
Las células tumorales malignas se caracterizan por su crecimiento anormal y su
tendencia a atravesar las barreras tisulares, a invadir los tejidos adyacentes, y a diseminarse
a sitios distantes del foco primario, originando focos metastáticos. En condiciones fisiológicas,
y de forma controlada, ciertostipos celulares normalesmanifiestan también un comportamiento
invasivo. Por ejemplo, para la formación de nuevos vasos sanguíneos, las células endoteliales
deben invadir los basamentos membranosos y la matriz intersticial. La gran similitud entre
ciertos procesos fisiológicos y la metástasis tumoral, cuando se observan a nivel molecular,
sugiere que la capacidad de las células malignas para atravesar múltiples barreras tisulares
resulta de la pérdida del control que las células normales tienen sobre la expresión del fenotipo
invasívo. Ya que este fenotipo invasivo es esencial para que tengan lugar las diferentes etapas
de la cascada metastática, el conocimiento de las bases moleculares asociadas al mismo pueden
contribuir al desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas contra el cáncer.
1.1. CARCINOGÉNESIS, INVASIÓN TISULAR Y METÁSTASIS TIJMORAL
La carcinogénesis se inicia cuando se produce un daño genético irreversible que no
puede ser corregido por los mecanismos normales de reparación del DNA. Esta alteración
cromosómica puede permanecer latente y se requieren fases posteriores, de inducción y
progresión, para la generación de un tumor. En la fase de inducción, agentes promotores, que
por sí mismos no son carcinogénicos, promueven procesos en los que se altera el control de
la proliferación celular. De esta manera, la célula irreversiblemente transformada y activada
puede proliferar. Este hecho, junto con la estimulación por factores de crecimiento, la
existencia de interacciones alteradas entre estas células con componentes de la matriz
extracelular, y el aumento de vascularización, favorecen la proliferación celular formándose
un tumor. El crecimiento del tumor requiere la formación de nuevos vasos sanguineos (proceso
denominado angiogénesis), una vez que el tamaño de la masa tumoral excede de 2 mm de
diámetro, asegurándose así el aporte de los nutrientes necesarios para el mantenimiento de
la masa tumoral (Fidíer, 1995; Neeman, 1996). Además, la angiogénesis es crucial para
favorecer la capacidad de las células tumorales de dejar el sitio primario y para el
establecimiento y expansión del tumor secundario, ya que los vasos neoformados son lábiles
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(Karp y Broder, 1995). Para que se produzca el proceso de angiogénesis se requiere la
participación de diversos factores de crecimiento y otras citoquinas, moléculas que son
sintetizadas por las células tumorales y/o células normales del entorno, o que se encuentran
almacenadas en la matriz extracelular (Benezra et al., 1993; Folkman, 1995).
El crecimiento tumoral está asociado a la invasión del tejido circundante,
produciéndose la destrucción y colonización del mismo. Para ello, se produce un incremento
en los niveles de enzimas que degradan la matriz extracelular. En condiciones normales, en
los tejidos existen inhibidores naturales de estas enzimas, pero durante el crecimiento tumoral
su sintesis se encuentra disminuida, favoreciéndose la degradación tisular. En numerosos
procesosfisiológicos también se producen cambios en la composición de la matriz extracelular,
con síntesis de nuevos componentes y la eliminación de otros preexistentes por acción de
proteasas que los degradan selectivamente. Estos procesos, de eliminación y de síntesis,
ocurren simultáneamente de una forma progresiva y ordenada, por lo que se mantiene la
función de la matriz. En condiciones patológicas se rompe este equilibrio alterándose la
dinámica entre la formación y la degradación de componentes de la matriz extracelular. De
esta forma, puede tener lugar una producción excesiva de componentes de la matriz (fibrosis)
o un incremento de la degradación proteolítica de proteínas del estroma normal (destrucción
del tejido). Esto causa alteraciones en la distribución, composición y función de la matriz, que
se observan en varias patologías. Aún con una pérdida neta de matriz, como en general ocurre
en el cáncer, puede existir un incremento en la síntesis de algún componente específico o una
acumulación de componentes de la matriz alterados (Stetler-Stevenson, 1996). Por otro lado,
las células tumorales sintetizan su propia matriz extracelular, una matriz en la mayoría de los
casos vulnerable. Estas alteraciones en la matriz extracelular están, además, asociadas a una
modificación de las interacciones célula-matriz extracelular, lo que facilita la capacidad de
migración celular.
Para que tenga lugar la metástasis las células transformadas necesitan liberarse del
tumor primario, migrar a través de la matriz intersticial y/o basamento membranoso e invadir
localmente los vasos sanguíneos o linfáticos (intravasadón). De esta manera las células
tumorales entran en la circulación y son transportadas por el sistema circulatorio. En la mayor
parte de los casos, las metástasis ocurren primero en nódulos linfáticos y, en un estadio
posterior, las células dejan el tejido linfoide para entrar en el torrente sanguíneo. En la
circulación, un gran número de células tumorales son destruidas por trauma mecánico debido
a la circulación turbulenta. Por tanto, sólo un número reducido de células sobreviven y salen
del torrente circulatorio dando lugar a la metástasis. En el proceso de extravasación, células
individuales o pequeños agregados celulares, en capilares de órganos concretos, interaccionan
con las células del endotelio de los vasos a través de diferentes moléculas de adhesión, y
atraviesan la barrera del basamento membranoso subendotelial. La unión de las células
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neoplásicas en el órgano diana presenta especificidad de tejido. En muchos casos este paso
sigue al crecimiento del tumor dentro del vaso y la ruptura fisica de la pared microvascular
por la expansión de la masa tumoral. La extravasación también puede ser mediada por
interacciones específicas célula endotelial-célula tumoral y la unión selectiva a componentes
de la matriz específicos (Zhu et al., 1991; Tang y Horm, 1994-95). Otras veces se produce
una retracción del endotelio exponiendo el basamento membranoso al cual se adhieren las
células cancerígenas, lo que desencadena la degradación de éste y la migración de las células
dentro de los compartimentos de tejidos extravasculares. Todos estos mecanismos implican la
adhesión inicial de las células malignas intravasculares al endotelio. Existen agentes que
interfieren en este paso y disminuyen la metástasis experimental: anticuerpos frente a
receptores de tipo integrina (Schiller y Bittner, 1995; Newton et al., 1995), péptidos sintéticos
que bloquean a estas moléculas de adhesión (Yamamura et al., 1993; Saiki et al., 1993;
Iwamoto et al., 1996) o tratamientos con drogas que modifican las propiedades adhesivas de
la membrana de las células transformadas (Newton et al., 1989).
Una vez alcanzado el sitio de metástasis, las células tumorales pueden sobrevivir y
crecer en el ambiente particular de dicho órgano (Fidíer, 1995). La hipótesis de Paget (Paget,
1889) de la semilla y la tierra proponía que la formación de metástasis no es un proceso al
azar, sino que depende, en parte, de la interacción de las células tumorales (semilla) con el
medio compatible proporcionado por el entorno particular del órgano (tierra). Numerosos
estudios, como los realizados en cáncer de colon humano (Radinsky, 1993), confirman esta
hipótesis y muestran que la producción de metástasis específicas de tejido dependen de la
proliferación de células que expresen receptores para factores de crecimiento. De esta manera,
los factores de crecimiento paracrinos específicos producidos por células normales del órgano
diana pueden estimular el crecimiento de las células metastáticas. Las células metastáticas
proliferan en órganos secundarios que producen factores de crecimiento compatibles, es decir,
similares a los implicados en la regulación celular del tejido normal del que se originó el
tumor primario. El microentorno del órgano huésped influye profundamente en el crecimiento
de las células tumorales metastáticas, por lo que se puede considerar a la célula metastática
como una célula receptiva a un entorno particular (Fidler, 1995). Estudios realizados sobre
el desarrollo de tumores en roedores han demostrado que la metástasis es un proceso selectivo
que puede tener un origen clonal, desarrolléndose de la proliferación de una única célula
(Fidíer, 1995).
Una forma común de cáncer son los carcinomas, tumores que derivan del epitelio
(Figura 1). El epitelio está formado por un conjunto de células adyacentes unidas fuertemente
y organizado en una o varias capas, la última de ellas adherida al basamento membranoso.
Esta organización se mantiene por interacciones célula-célula y célula-basamento membranoso
mediadas por receptores de adhesión presentes en la membrana plasmática de las células
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epiteliales. Sólo considerando la transformación de epitelio normal a carcinoma invasivo, se 
detectan una serie de cambios en las proteínas de adhesión, alterándose los mecanismos 
normales de adhesión célula-célula y célula-basamento membranoso. Además, en los complejos 
procesos de invasión y metástasis participan una gran variedad de mecanismos y proteínas 
diferentes. En relación al contenido de esta Memoria, hay que destacar que en diferentes 
etapas la matriz extracelular actúa como una barrera natural que se opone a la diseminación 
celular. Un esquema del proceso de invasión y metástasis se recoge en la figura 
TUMOR PRIMARIO 
Epitelio 
Basamento 7 
TRANSFORMACIÓN 
INTRAVASACIÓN 
sanguíneollinfático 
EXTRAVASACIÓN 
a 
INVASIÓN - 
1 Angiogénesis 
Figura l.- Etapas de la invasión tumoral y formación de metástasis. 
En el esquema se recogen los procesos implicados en la formación de focos secundarios después de la 
transformación maligna de células de epitelio. Las células transformadas se liberan del tumor primario, atraviesan 
la pared de los capilares y entran en la circulación. De esta manera, alcanzan lugares, distantes del tumor 
primario, donde se extravasan y comienzan a proliferar, formando un foco secundario o metástasis. 
Introducción 5
1.2. TIPOS Y COMPOSICIÓN DE LA MATRIZ EXTRACELULAR
La matriz extracelular (ECM) es una asociación o entramado organizado de distintos
tipos de macromoléculas, cada una de ellas con una función especializada, que constituye el
entorno de las células eucarióticas. La composición de la ECM es específica para cada tejido
y genera el ambiente específico y diferente para las distintas células del cuerpo. La ECM actúa
como soporte para el crecimiento celular y proporciona una estructura estable alrededor de las
células. Además de esta función estructural, la matriz contiene información cocfificada, en
función del tipo de moléculas que la constituyan, que se transmite al interior celular (Dedhar
y Hanningan, 1996; Lafrenie y Yamada, 1996), por lo que ejerce un papel esencial en el
desarrollo de la función celular normal (Gullberg y Ekblom, 1995; Roskelley y Bissell, 1995).
Influye en el comportamiento celular: en procesos de adhesión y separación, en la motilidad,
en el establecimiento de la morfología, en la iniciación de la transmisión de señales, modula
la proliferación celular y la diferenciación tisular, y participa en la regulación de diversas fun-
ciones metabólicas (Ruoslahti y Yamaguchi, 1991; Hay, 1991; Lochter y Bissell, 1995). La
matriz extracelular también desempeña una importante función en la angiogénesis (Ingber y
Folkman, 1989; Bonfil et al., 1994). Actúa como reservorio de moléculas con actividad
biológica ya que, por ejemplo, algunos factores de crecimiento y citoquinas estánunidos a los
proteoglicanos de la matriz y de la superficie celular (Taipale y Keski-Oja, 1997). Además,
algunas proteasas y sus inhibidores se asocian con componentes de la matriz (Liotta y Stetler-
Stevenson, 1991; Farina et al., 1996).
A mediados de siglo se consideraba a la matriz extracelular como ‘fibras de colágeno
embebidas en una sustancia coloidal”. Sin embargo, los conocimientos actuales sobre ella
demuestran que su composición es compleja y su organización muy variada, según los
conocimientos actuales sobre ella. Está compuesta por cuatro tipos diferentes de
macromoléculas que pertenecen a las familias de los colágenos, los proteoglicanos, las glico-
proteínas no colagenosas y, en algunos tejidos, las elastinas. Alrededor de una treintena de
genes codifican a las moléculas de los colágenos, y se han descrito decenas de moléculas que
constituyen las familias de los proteoglicanos y de las glicoproteinas no colagenosas. Estas
macromoléculas, frecuentemente multiméricas, se asocian entre sí de manera no covalentepara
formar una matriz insoluble, generando estructuras especializadas que difieren en su forma y
propiedades, lo que les pennite adaptarse a los requerimientos funcionales de los diferentes
tejidos. Las propiedades de la matriz dependen de las moléculas particulares que la forman,
del porcentaje relativo de cada una de ellas y de las interacciones que se establezcan entre los
diferentes componentes. La composición y, por tanto, la organización supramolecular de los
componentes de lamatriz extracelular, determinan su influencia en el comportamiento celular.
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En los últimos años numerosos estudios han puesto de manifiesto el carácter modular
de los componentes de la matriz extracelular. En las moléculas de colágeno, proteoglicanos
y glicoproteinas no colagenosas se han detectado elementos estructurales o módulos diferentes
que se repiten en la misma proteína o están presentes en diferentes macromoléculas (Engel,
1996). Además, muchas de estas proteínas son multifimcionales, pudiendo establecer
interacciones con diferentes macromoléculas, propiedad imprescindible para el desarrollo de
sus funciones.
En general se distinguen dos tipos principales de tejido conectivo: el estroma, o matriz
intersticial, y los basamentos membranosos. En el estroma, donde las células están embebidas,
los colágenos mayoritarios forman estructuras fibrilares y se asocian con otros componentes
entre los que se puede destacar a la fibronectina, glicoproteina mayoritaria, y, entre los
proteoglicanos, a los de tipo condroitín y dermatán sulfato (Postlethwaite y Kang, 1992;
Aumailley y Krieg, 1994). Los basamentos membranosos son una matriz acelular
especializada, en forma de lámina uniforme que soporta las células, y están compuestos
principalmente por colágeno de tipo IV, la glicoproteina lamiina, y proteoglicanos del tipo
heparán sulfato (Timpí, 1996; Lindblom y Paulsson, 1996).
1.2.1. COLÁGENOS
Estas proteínas son los principales elementos estructurales de la matriz extracelular que
proporcionan la forma, la fuerza y la flexibilidad a los tejidos, entre otras propiedades. El
colágeno ha sido sinónimo de proteína fibrosa, ya que los primeros colágenos conocidos,
mayoritarios en los tejidos, forman fibras. Un ejemplo es el colágeno de tipo 1, que constituye
el 90% del colágeno corporal; la molécula está formada por una triple hélice rígida (triple
hélice de colágeno), que se asocia formando las características fibras visualizadas por
microscopia electrónica. Sin embargo, el descubrimiento de otros tipos ha permitido concluir
que la formación de fibras es una característica de un número limitado de colágenos.
En el término colágeno se engloba a una superfamilia de proteínas de, hasta la fecha,
19 tipos de moléculas diferentes, formadas por más de una treintena de cadenas polipeptídicas
genéticamente diferentes (Tabla 1) (van der Rest y Garrone, 1991; Mayne y Brewton, 1993;
Brown y Timpí, 1995; Bateman et al., 1996). Algunos colágenos identificados en la última
década son componentes minoritarios en los tejidos y todavía no se conoce la estructura
macromolecular y/o la función que desempeñan. Los colágenos se pueden definir como
“moléculas cuyas propiedades dependen de la triple hélice” o como aquellas “macromoléculas
estructurales de la matriz extracelularque incluyen en su estructura uno o vahos dominios que
se encuentran en conformación de Ír¡~le hélice” (van der Rest y Garrone, 1991). Dentro de
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Tabla 1. Características y tipos dc colágenos
Tipo de colágeno y cadenas Organización moleculary supramolecular. Origen celular/distribución tisular
Colágenos fibrilares:
II [«(II)]
III [«(III)]
y [a1(V),a,(V), a~(V)]
X[ a1(X[), agjXI>, a3(XI)]
Colágenos asociados a fibras:
XII [«<(XII)]
Xiv [«(XIV)]
Colágenos no fibrilares:
IV [«<([y),«2([V), «3(IV),
«4(IV), «5(IV)]
VII [«<(VII)]
X j/x<(X)]
Otros colágenos:
XIII [«(XIII)]
XIV [«(XIV)]
XV [«<(XV)]
Xvi ta(X Vfl]
XVII 4<(X VII)]
XVIII [«<(XVIII)]
XIX [«<(XIX)]
[aí(I>]2«2(l)] y forma minoritaria [a~(l4,. Fibras con periodicidad de 67 nra y
diárnetro4i-lSOnm. Fibras con colágenos de tipo llly V. Fibroblastosyosteoblastos.
Distribución ubicua: piel, hueso, tendón, dentina, ligamentos, vasos, etc.
[a1(lI)t. Fibra: 5-LOO nni diámetro. Fibras con colágeno de tipo tIC y XI.
Condrocitos. Cartílago hialino y cuerpo vítreo.
[aí(lfl)]3.Fibras de 40 nra de diámetro. Fibroblastos. Piel y vasos.
[a1(V)],],[a,(V>]2o,(V)], [«<(y)a2(V) a3(V)] y otras formas. En fibras de colágeno
tipo 1. Células de músculo liso. Membranas fetales, piel, hueso, placenta, etc.
[a1(XI)a2(XI) a3(XI>j. En fibras de colágeno tipo II. Condrocitos. Cartílago.
[«<(IX)««IX)««IX)]. Asociado a fibras de colágeno de tipo II. Condrocitos. En los
mismos tejidos que el colágeno de tipo II.
[«<(XIlfl,.Asociado a fibras de colágeno de tipo 1. Fibroblastos. En los mismos
tejidos que el colágeno de tipo 1.
[««XIV>j,.Asociado a fibras de colágeno tipo 1. Fibroblastos. Piel, tendón, pulmón.
[«<(1V)]2««iv)] mayoritaria y otras formas. Estructura reticular. Células epiteliales
y endoteliales. Membranas basales.
[«<(VI)««VI) ««VI)]. Red microfibrilar de filamentos con glóbulos. Fibroblastos.
Vasos y tejidos intersticiales.
[«<(VII)],.Manojos filamentosos. Células de epitelio. Unión dermoepitelial.
[a’ (\J1114(?). Redes hexagonales, Células de endotelio. Endotelio vascular.
[«,(X)],. Redes hexagonales. Condrocitos hipertróficos. Placa de crecimiento.
[a(XIIIYI,(?).Asociado a membrana. Fibroblastos y células de endotelio. Piel, hueso,
intestino, músculo y cartílago.
[«1(XIV4. Asociado a fibras. Piel fetal y tendón.
[«<(XV)],(?). Fibrobiaslos, células musculares y de endotelio. Riñón y páncreas.
frx<(XVI)]3 (9. Placenta.
[«<(XVII)],(?>. Asociado a membrana. Células de epitelio. Hemidesmosomas.
[«<(XVIII)],(9. Riñón, higado y pulmón.
[«<(XIX)],(?). Fibroblastos (2).
Las cadenas a se nombran con un subíndice indicándose entre paréntesis el tipo de colágeno. En la tabla se
omiten las posibles variantes de las cadenas a (por ejemplo para cada uno los colágenos de tipo XII y XIV
se han descrito dos cadenas, una corta y otra larga). Las características, origen tisular y distribución de
algunos de los colágenos recientemente descritos se conocen sólo parcialmente.
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esta familia se incluye a las moléculas de colágeno que no tienen una triple hélice continua y
que presentan dominios globulares. Además, se excluyen otras proteínas, como el componente
Ciq del complemento o la acetilcolinesterasa, que aunque contienen una región en triple hélice
no se encuentran en la matriz extracelular.
La peculiar secuencia de las cadenas polipeptídicas del colágeno, la repetición del
triplete glicocola-X-Y, hace posible que se genere la triple hélice de colágeno, estructura
resistente a la acción de proteasas comunes. En los colágenos que no forman fibras la
estructura en triple hélice queda interrumpida por las denominadas regiones no colagenosas,
que varían desde dominios globulares extensos hasta pequeñas regiones donde la secuencia del
triplete no se repite o se altera. Estas zonas son sensibles al ataque proteolítico, pero confieren
flexibilidad a la molécula de colágeno y la capacita para fonnar una gran diversidad de
estructuras macromoleculares.
A los diferentes tipos de colágeno se les ha asignado un número correlativo en función
de la fecha de su descubrimiento; pero se ha establecido una clasificación, en tres grandes gru-
pos, según las estructuras macromoleculares que forman (Tabla 1). Así, podemos distinguir:
a) Colágenos fibrilares, o colágenos de tipo intersticial (tipos 1,11,111)y de tipo V y XI, que
presentan una triple hélice continua de 300 nrn. Forman fibras resistentes, estabilizadas por
enlaces covalentes, y con bandas periódicas y diámetro caracteristico para cada uno de ellos.
b) Colágenos asociados a fibras (tipos IX, XII y XIV), moléculas en las que los dominios
en triple hélice se alternan con regiones no colagenosas.
c) Colágenos que no forman fibras. En este grupo se incluyen colágenos que forman redes
o mallas (tipos IV, VIII y X), o que se presentan en forma de filamentos con glóbulos (tipo
VI) o constituyentes de las fibras de anclaje (tipo VII). Dos colágenos recientemente descritos
(tipos XVI y XD() se han agrupado con los asociados a fibras ya que contienen uno o dos
dominios comunes con el colágeno de tipo IX. Otra subfamilia la forman los colágenos
asociados a membrana, de tipo XIII y XVII. Los colágenos de tipo XV y XVIII están
relacionados entre si por sus homologías de secuencía.
En la figura 2 se recogen diferentes formas de asociación supramolecular de distintos
tipos de colágeno: organización en estructuras fibrilares (colágeno tipo 1), formación de redes
de colágeno de tipo IV, estructura de colágenos de tipo VI y VII y asociación de distintos tipos
de colágeno a fibras, por ejemplo, colágenos de tipo IX y XI a fibras de colágeno de tipo II.
Aunque la principal función que desempeñan los colágenos es estructural, tres de ellos,
los colágenos de tipo 1, IV y VI, son a su vez miembros de la familia de las denominadas
“glicoproteinas de adhesión” (von der Mark y Goodman, 1993), en la cual también se
encuentran incluidos otros componentes de la matriz extracelular. Se caracterizan porque en
la mayoría de los casos contienen distintas secuencias específicas de reconocimiento celular
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A COtiGENO DE TIPO I 
J PROCOtiGENO PEPTIDASAS 
I Entrecruzamiento 
1500 i 
500 A 
C COLAGENOS ASOCIADOS A FIBRAS 
B PROCOLAGENO DE TIPO IV 
- 
7s TRIPLE HkLICE DISCONTINUA NC1 
Estructura tipo araña 
NC1 
1 Formación de redes 
- 
D COLAGENO DE TIPO VI 
TETRhlERO 
MICROFIBRILLA 
COLAGENO DE TIPO VII 
FIBRAS DE ANCLAJE 
Figura 2.- Formación de fibras y redes de colágeno en el espacio extracelular. 
Segtín el tipo de colágeno, el procesamiento extracelular de las moléculas de procolágeno es 
diferente y, por tanto, las estructuras supramoleculares que forman. (A) Proceso de formación y 
estabilización de las fibras de colágeno intersticial. Las procolágeno peptidasas actúan sobre el procolágeno, 
que pierde los dominios no colagenosos de los extremos, y la lisil oxidasa convierte ciertos residuos de lisina 
e hidroxilisina en los correspondientes aldehídos. La triple hélice resultante agrega lateralmente, formando 
microfibrillas que se estabilizan por formación de enlaces de entrecruzamiento covalentes. (B) Interacción 
de moléculas de colágeno de tipo IV para formar estructuras en forma de red. La molécula de procolágeno 
de tipo IV no se procesa, es una molécula más flexible que la de los colágenos fibrilares, ya que contiene 
inclusiones y deleciones en la secuencia del triplete Gly-X-Y. El procolágeno de tipo IV no pierde los 
extremos no colagenosos por lo que no puede formar fibras. La asociación, de las moléculas precursoras se 
establece a través de los extremos terminales (7s y NCl), formando dímeros y tetrámeros y, en ultimo 
término, una red tridimensional. Estas estructuras se estabilizan por enlaces covalentes de entrecruzamiento 
y por puentes disulfuro. (C y D) Otros tipos de asociaciones que muestran la versatilidad de esta superfamilia 
de moléculas de la matriz extracelular. 
Introducción lo
y, por tanto, son capaces de interaccionar con las células a través de receptores de la
superficie celular (Hynes, 1992; Gullberg et al., 1992; Pfaff et al., 1993; Kern et al., 1993;
Underwood et al., 1995). Esto implica que estos colágenos, dependiendo del tipo celular
considerado, influyen en el comportamiento celular modulando procesos como adhesión,
extensión, migración y proliferación celular. De hecho, en numerosos estudios se utiliza
colágeno de tipo 1 o de tipo IV como sustratos adhesivos, analizando la respuesta de distintos
tipos de células.
1.2.2. PROTEOGLICANOS
Un segundo tipo de componentes de la matriz extracelular, que se encuentran
ampliamente distribuidos en los tejidos animales, son los proteoglicanos (Fosang y
Hardingham, 1996). Los proteoglicanos son “macromoléculas constituidas por un núcleo
proteico al que se unen covalentemente distintas cadenas de hidratos de carbono sulfatadas
denominadas glicosaminoglicanos”. La presencia de los glicosaminoglicanos es la carac-
terística común de este conjunto de proteínas. Los glicosaminoglicanos son cadenas
polianiónicas, de longitud variable, generadas por la repetición de un disacárido, donde un
residuo siempre es una hexosamina (D-glucosamina o D-galactosamina) y el otro un ácido
hexurónico (D-glucurónico o L-idurónico). Según la naturaleza del disacárido presente se
obtienen distintos tipos de glicosaminoglicanos que forman estructuras grandes y extendidas,
con alta densidad de carga negativa debido a los grupos sulfato y carboxilo de los restos de
ácido hexurónico. Algunos proteoglicanos contienen distintos tipos de cadenas de
glicosaminoglicanos y su longitud y la relación entre ellas puede cambiardurante el desarrollo,
la edad y en estados patológicos. Los proteoglicanos pueden presentar oligosacáridos unidos
a la cadena proteica a través de enlaces N- y 0-glicosídicos (Kjellén y Lindahí, 1991; Scott,
1992).
La nomenclatura de los proteoglicanos es compleja, ya que suelen reconocerse por su
nombre trivial (agrecano, decorina, serglicina, etc.) que hace mención a sus características
estructurales o funcionales. La distribución topográfica de los proteoglicanos, en relación a la
célula, se ha utilizado como forma de clasificación. Un grupo está constituido por los que se
depositan en la matriz extracelular (agrecano, versicano, decorina, etc.). En un segundo grupo
se incluyen los proteoglicanos anclados a la membrana plasmática (fibroglicano, sindecano,
glipicano, etc.). Los proteoglicanos localizados intracelularmente en gránulos secretores
(serglicina) constituyen el tercer grupo.
También se han clasificado atendiendo a su secuencia de aminoácidos, reactividad
inmunológica y propiedades, en las siguientes subfamilias:
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a) Proteoglicanos extracelulares de gran tamaño que son capaces de interaccionar con el
ácido hialurónico, en los que predominan las cadenas de condroitín sulfato.
b) Proteoglicanos pequeños con núcleos proteicos homólogos sustituidos por una o dos
cadenas de glicosaminoglicanos (condroitín, dermatán o queratán sulfato).
c) Proteoglicanos de los basamentos membranosos que contienen cadenas de heparán sulfato.
d) Proteoglicanos asociados a la membrana celular que normalmente son del tipo híbrido
con condroitin y heparán sulfato.
e) Proteoglicanos intracelulares o serglicinas; contienen un núcleo proteico cuya secuencia
alterna serinas y glicocolas y lleva unidas cadenas de condroitín y heparén sulfato.
Los proteoglicanos participan en la organización de la matriz extracelular y son res-
ponsables de mantener su hidratación. Una propiedad física de los geles de proteoglicanos es
que son permeables a solutos de baja masa molecular pero no a macromoléculas, formando
barreras de permeabilidad. Además de ser un soporte estructural, las funciones de los
proteoglicanos son más amplias, influyendo en procesos celulares como adhesión, motilidad,
proliferación, diferenciación y morfogénesis (Fosang y Hardingham, 1996). Una de las
funciones más sobresalientes de este grupo de componentes de la matriz extracelular es la de
actuar como reservorio de moléculas con actividades biológicas diversas, pudiendo, a su vez,
controlar la actividad y prolongar la vida media de las mismas. Diferentes factores de
crecimiento se asocian con proteoglicanos de tipo heparán sulfato (Taipale y Keski-Oja, 1997).
Este tipo de proteoglicanos interacciona con el FGF a través de los glicosaminoglicanos,
íncrementando la unión de éste a su receptor y su actividad mitogénica (Yayon et al., 1991).
Otro ejemplo lo constituye el TGF-J3, que interacciona con el núcleo proteico del betaglicano
y la decorina, inhibiéndose su actividad (Yamaguchi et al., 1990).
1.2.3. GLICOPROTEINAS NO COLAGENOSAS
La mayoría de las células que crecen in vitro necesitan adherirse para sobrevivir y
proliferar, y requieren factores de adhesión, sobre todo durante los estadios iniciales después
de la siembra. El suero utilizado en cultivos celulares proporciona estos factores. Contiene al
menos dos glicoproteinas no colagenosas, fibronectina y vitronectina, que pueden, de manera
individual, promover la adhesión celular. Las glicoproteinas no colagenosas constituyen un
grupo heterogéneo de macromoléculas de la matriz extracelular que desempeñan funciones
como la regulación del ensamblaje de componentes de la matriz, proporcionan centros de
interacción entre las macromoléculas y median en las interacciones con las células. Entre las
proteínas que componen este grupo se encuentran algunas que forman parte de las
glicoproteinas de adhesión. Éstas son proteínas multiflmcionales que presentan diferentes
dominios estructurales donde reside su capacidad de unión a células y a otros componentes de
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la matriz. En la mayoría de los casos contienen la secuencia -ROD- de reconocimiento celular
e interaccionan con las células a través de las integrinas. En este grupo se incluyen proteínas
como la fibronectína, laminina, entactína, tenascina, trombospondina, vitronectina y al factor
de von Willebrand, además de los ya comentados colágenos de tipo 1, IV y VI (von der Mark
y Goodman, 1993; Johansson, 1996). En este apartado sólo se van a presentar algunas de las
características de dos de estas moléculas, la laminina y la fibronectina. En la tabla II se
recogen algunas de las características de otros miembros de esta familia que se mencionan en
diferentes puntos de esta Memoría.
Lamininas
La laminina es una glicoproteina multifuncional que media la adhesión de ciertos tipos
celulares a los basamentos membranosos. También interacciona con otros componentes de la
matriz como el colágeno de tipo IV, proteoglicanos, entactina o nidógeno y heparina. Debido
a estas múltiples interacciones, se cree que la laminina desempeña una función importante en
el mantenimiento de la estabilidad y en la organización de la matriz. Además, es la
responsable del anclaje de las células al basamento membranoso y del control de los estados
diferenciados de las células que están asociadas a los basamentos membranosos (Ruoslahti,
1990; Paulsson, 1992; Boudreau et al., 1995). La laminina ejerce probablemente estas
actividades in vivo durante el desarrollo tisular, en condiciones patológicas, incluyendo la
progresión tumoral, y en la reparación de heridas (Friedrichs et al., 1995; Malinda y
Kleinman, 1996).
Estudios in vitro muestran que la unión de las células a laminina produce cambios
drásticos en su fenotipo (Kleinman eta!., 1993; Yudoh eta!., 1996). La laminina induce la
adhesión y extensión celular, genera una respuesta mitogénica, favorece la migración e
invasión celular, promueve el crecimiento neuronal, participa en el mantenimiento de la
morfología y de un fenotipo diferenciado e influye en la expresión génica.
Estructura de la laminina
La molécula de laminina presenta en microscopia electrónica una estructura extendida
en forma de cruz latina, asimétrica, con tres brazos cortos aparentemente idénticos de 36 nm
y un brazo largo de 77 nm, observándose elementos globulares en cada uno de los brazos
(Timpí et al., 1983). Dos de los brazos cortos contienen, cadauno, una región globular central
y otra terminal, separadas por regiones en forma de varilla; el tercer brazo corto presenta una
región globular adicional. El brazo largo de la laminina se muestra como una varilla flexible,
con un gran dominio globular terminal (Beck et al., 1990). Utilizando diversas enzimas
proteolíticas se han obtenido fragmentos de la proteína que han permitido asignar funciones
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Tabla II. Principales glicoproteínas no colagenosas 
ENTACTINA,’ NlDóGENO 1 
Jna cadena polipeptídica (148 kDa) 
,ocalizada en basamentos membranosos 
[nteracciona con laminina, colágeno de tipo IV 
calcio y  células 
7 repeticiones tipo EGF y  4 de unión a calcio 
Repeticiones 
NH, COOH 
EF RGD ca” ca2+ 
hand &id ___ Células 
Colágeno IV Laminina 
FIBULINAS 1 
Una cadena polipeptídica (80 kDa) 
Proteína plasmática y  de matriz extracelular 
Proteína de unión de calcio, rica en cisteínas 
Unión a fibronectina y  fibrinógeno 
w CCOH 
OSTEONECTINA 
Una cadena polipeptídica (32 kDa) 
Amplia distribución 
Se une a colágenos, gelatina e hidroxiapatito 
Ensamblaje de la matriz ósea 
TENASCINAS 1 
Distintas cadenas polipeptídicas 
(190-230 kDa) 
Forma hexámeros (Tenascinas C y  R) o 
trímeros (Tenascina X) 
Localización en cerebro, cartílago y  piel 
Consta de 4 dominios: 
- Región globular N-terminal (autoasociación) 
- Repeticiones tipo EGF (actividad antiadhesiva) 
ll repeticiones adicionales de tipo III de FN 
‘( unión a proteoglicanos, fibronectina y  células) 
- Dominio C-terminal homólogo al del 
fibrinógeno p y  r 
TROMBOSPONDINAS 1 
s cadenas polipeptídicas (150 kDa) 
1 .,,,plia distribución 
Se une a heparina, fibronectina, fibrinógeno, 
colágeno de tipo V y  calcio 
Contiene 8 secuencias de tipo calmodulina 
en el extremo carboxilo terminal 
1 VITRONECTINAS 1 
Una cadena polipeptídica (70 kDa) 
Proteína plasmática y  de matriz extracelular 
Sitio alta afinidad unión Ca” (EF hand) 
1” 
Unión de Ca” 
TENASCINA-X 
TROMBOSPONDINA 1 Y 2 
Re.perlclones 
tlpo EGF Unión Ca” 
NH2 COOH 
. ,, 
“4 /‘- 
TROMBOSPONDINA 3 
Unión Unión a c7, C8, c9 
células colágeno PALI y  plasminógeno 
NH / RGD / 
-----7 
-s-s- 10 kW COOH ___--., 
Dos formas con diferente afimdad por heparma Somatomedina B Dommlo central 
Se indican las princi ales características estructurales, sus dominios de uqión y su distribución. EGF, factor de 
crecimiento epitelia . EF hmzd, sitio de unión de calcio de alta afimdad. A y B, dlferentes -formas de P
procesamiento alternativo del extremo carboxilo termina de la fibulina. FN, fibronectma. PG, proteoghcano. PAI- 
1, inhibidor del activador del plasminógeno tipo 1. C7, C8 y C9, proteínas del complemento. 
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específicas a distintas regiones de la molécula. Por ejemplo, por digestión con pepsina se
obtiene el fragmento Pl que contiene los tres brazos codos sin los dominios globulares.
Algunos de los fragmentos obtenidos por digestión con elastasa de la molécula de laminina se
recogen en la figura 3.
Las lamininas constituyen una familia de glicoproteinas de la matriz formadas por
cadenas a, p y y de masas moleculares comprendidas entre 140-400 kDa (Timpí, 1996). Las
cadenas polipeptídicas se clasifican en estos tres grupos en función de su secuencia y
organización en dominios. Actualmente se conocen 10 cadenas de laminina genéticamente
distintas que, en su ensamblaje heterotrimérico, dan origen a las 11 diferentes isoformas
(Figura 3). La mayoría de los estudios iniciales sobre laminina se han realizado con la
laminina- 1 [al ¡3 lyl, denominadas anteriormente A, B 1 y B2] procedente del tumor
Engelbreth-Holm-Swarm (EHS) de ratón. Se han donado y secuenciado las tres cadenas
polipeptídicas de la laminina de diferentes fuentes, lo que ha pennitido apreciar una
organización en dominios acorde con las ultraestructuras observadas. El análisis de la
secuencia de aminoácidos de las tres cadenas de la laminina- 1 revela la existencia de los
diferentes dominios que, en números romanos, aparecen recogidos en la figura 3. Los
elementos estructurales de los brazos cortos son alrededor de 42 repeticiones homólogas de
tipo EGF, de aproximadamente 60 aminoácidos, que contienen 8 cisteinas organizadas en
posiciones regulares, en lugar de las 6 que se encuentran normalmente en repeticiones
similares de otras proteínas. Además, estas secuencias de tipo EGF también se han descrito
en otras glicoproteinas de la matriz como en la tenascina, la trombospondina o la entactina
(Tabla II). Un análisis detallado de cada uno de estos dominios, la estructura de cada uno de
los brazos de la laminina y las funciones de esta proteína se encuentra en Beck et al. (1990)
y en Engvall y Wewer (1996).
En las tres cadenas que forman la laminina-1 se han identificado 74 sitios potenciales
de N-glicosilación. Estos sitios, desigualmente distribuidos entre las cadenas, están
concentrados en posiciones localizadas en la superficie de la hélice del brazo largo. Los
porcentajes de glicosilación oscilan entre un 12-27% (Knibbs et al., 1989). Se ha descrito que
la glicosilación no es necesaria para el ensamblaje de las cadenas ni para la unión a heparina,
y no confiere estabilidad frente a las proteasas. Sin embargo, parece que los hidratos de
carbono de la laminina pueden modular la respuesta celular (Bouzon et al., 1990), no siendo
esenciales para la adhesión celular pero sí para promover la extensión celular y la salida de
neuritas (Dean et al., 1990; Chandrasekaran et al., 1991).
Isoformas de la laminina
Las lamininas, según su composición, se pueden clasificar en dos grupos, laniininas
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Figura 3.- Organización en dominios estructurales y funcionales e isoformas de la laminina. 
Las tres cadenas a,P,y de la laminina se asocian formando una estructura en forma de cruz latina. 
Los dominios estructurales de cada una de las cadenas se indican por números romanos. En el extremo del 
brazo largo se encuentra el dominio G. Cada uno de los brazos cortos contiene dominios globulares. Las 
secuencias de tipo EGF de los brazos cortos se representan por círculos. Sobre la molécula se recoge la 
localización de varios fragmentos activos (El-4, E8, etc.), algunas secuencias de reconocimiento celular y 
las interacciones con diferentes componentes de la matriz extracelular y con las células. En la parte derecha 
se recoge la nomenclatura de las isoformas de esta molécula y la composición en cadenas polipeptídicas. Por 
microscopía electrónica y secuenciación de proteínas se ha observado que las lamininas- 1, -2, -3 y -4 
presentan una estructura similar. Las cadenas a3, B3 y 72, sin embargo, muestran deleciones en los brazos 
cortos pero, aparentemente, mantienen el dominio en hélice a largo y, en a3, nn dominio G. 
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que contienen la subunidades completas (lamininas 1, 2, 3 y 4), y las que contienen una o más
subunidades truncadas (lamininas 5-9) (Timpí, 1996). La pérdida de parte de alguna subunidad
puede ser importante. Por ejemplo, muchas de las lamininas son capaces de autoensamblarse
y formar redes, y unirse a otras proteínas como el nidógeno; pero la laminina-5 no puede
realizar estas funciones a causa de la falta de los dominios responsables para estas
interacciones (Yurchenco y Cheng, 1993; PéschI et al., 1994). Las analogías y diferencias
entre las isoformas de laminina se representan esquemáticamente en la figura 3. Por ejemplo,
las lamininas-2, -3 y -4 se diferencian de la laminina-l por una nueva cadena a2 o ¡32 o
ambas, que no produce un cambio significativo en la forma de la molécula. De las últimas
isoformas descritas, la secuencia completa y la forma de ensamblaje de las cadenas a4 y a5
no se conocen todavía.
La diversidad de las lamininas parece tener un significado biológico. Así, la laminina-l
rodea al epitelio, mientras que la laminina-2 se encuentra asociada con fibras musculares
(Sanes et al., 1990). Por otro lado, en la unión neuromuscular, las cadenas al y a2 están
presentes y la cadena ¡32 reemplaza a la ¡31. La laminina-l induce la adhesión y el crecimiento
de muchos tipos de neuronas; la laniinina-3 es adhesiva para neuronas motoras, pero impide
el crecimiento de axones que es promovido por la laminina-l (Poder et al., 1995). Los
filamentos de anclaje en las uniones epidermis-dermis contienen un complejo unido por puentes
disulfliro de Iaminina-5 y laminina-6 (Burgeson, 1993), mientras que otras lamininas están
presentes en la lamina densa. La laminina-5 promueve la migración de las células de
carcinoma si se la compara con la laminina-l (Kikkawa et aL, 1994). La existencia de
diferentes isoformas puede indicar una evolución compleja y una adaptación a funciones
diferentes con gran especificidad.
Relaciones estructura-función
Las lamininas, como componentes típicos de los basamentos membranosos, poseen
distintos sitios de interacción para el resto de componentes de los basamentos membranosos
gracias a su naturaleza multidominio (Martin y Timpí, 1987; Paulsson, 1993). Así,
desempeñan una función clave en la formación y mantenimiento de la estructura tridimensional
compleja necesaria para la función correcta de estas estructuras laminares (Yurchenco y
O’Rear, 1994; Timpí, 1996). Las moléculas con las que las lamininas pueden interaccionar
aparecen recogidas en la tabla III. Además, su tamaño y forma hacen posible la unión de los
basamentos membranosos a los receptores de la superficie celular. A través de estos
receptores, las lamininas pueden ejercer una gran variedad de efectos sobre diversos procesos
celulares (Tabla III).
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Tabla III. Interacciones y actividades biológicas en las que participa la laininina
INTERACCIONES ACTIVIDADES BIOLÓGICAS
Nidógeno Adhesión y extensión celular
Colágeno de tipo IV Diferenciación celular
Proteoglicanos Crecimiento celular y morfología
Heparina Haptotaxis
Autoensamblaje Aglutinación
Interacción con células Ensamblaje de la matriz extracelular
Metástasis de células tumorales
La donación y secuenciación de las cadenas de la laminina ha permitido definir
secuencias específicas responsables de la funciones de la proteína (Figura 3). La función de
varias secuencias activas se ha puesto de manifiesto a través del uso de péptidos sintéticos
(Kibbey el al., 1992; Yamamura el al., 1993; Bresalier el al., 1996). Sin embargo, los
péptidos sintéticos representan sólo una pequeña parte de los dominios de los que se derivan
y pueden, por tanto, no presentar la estructura correcta o activa. Además, las funciones de la
laminina son dependientes de la conformación. En particular, la función mitogénica del
fragmento Pl se pierde después de la reducción de los puentes disulfuro y las actividades de
adhesión celular y crecimiento neuronal del fragmento ES se pierden después de su
desnaturalización térmica.
F¡bronectinas
La fibronectina es una glicoproteina multifuncional presente en la matriz extracelular,
en forma insoluble, y en fluidos corporales, en forma soluble (Hynes, 1990; Akiyama et al.,
1995a,b). Es fundamental en procesos de adhesión celular y migración, en el mantenimiento
de la morfología celular normal, en la organización del citoesqueleto, en procesos de
hemostasis y trombosis, en reparación de heridas, en la embriogénesis y también en la
diferenciación celular y en la transformación maligna.
La fibronectina contiene un 4-10% de hidratos de carbono, dependiendo del origen de
la proteína. Se ha sugerido que los hidratos de carbono pueden protegerla frente a la
proteolisis y controlan múltiples interacciones con células y con otras macromoléculas. La
ausencia de hidratos de carbono incrementa la interacción de fibronectina con gelatina así
como su capacidad para promover la adhesión y la extensión de fibroblastos.
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La molécula de fíbronectina está formada por dos cadenas polipeptídicas que se asocian 
por puentes disulfuro cerca del extremo carboxilo terminal formando un dímero de masa 
molecular aproximada de 500 kDa (Skorstengaard et al., 1986). En la figura 4 se recoge la 
estructura general de la fibronectina. Esta proteína muestra un carácter modular donde se 
repiten tres tipos distintos de módulos que difieren en su estructura primaria y secundaria. 
Cada cadena está constituida por 12 módulos de tipo 1,2 módulos de tipo II, y un mínimo de 
15 repeticiones de tipo III, distribuidos en la molécula como se muestra en la figura 4. 
Algunos de los elementos que se repiten en la fibronectina aparecen también en otras proteí- 
nas. Por ejemplo, las secuencias de tipo 1 se encuentran en el activador del plasminógeno de 
origen tisular y en el factor XIIIa; las de tipo II en el factor XIIa, y las de tipo III, entre otras, 
en los colágenos de tipos VI, XII y XIV, en la tenascina y en la cadena p4 de las integrinas. 
1 
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Figura 4.- Estructura modular de la tibronectina; organización de dominios estructurales y funcionales. 
A lo largo de cada cadena polipeptidica que compone la fibronectina se repiten tres tipos de repeticiones 
estructurales diferentes (tipo 1, II y III). La secuencia -RGD-, reconocida por las células, se encuentra en la 
décima repetición de tipo III. En la figura se muestra una molecula de libronectina hipotética, con una cadena 
donde aparecen todos los módulos (se incluyen las regiones susceptibles de sufrir procesamiento alternativo: 
EIIIA, EIIIE3 y V) y otra carente de ellos. Los estudios con diferentes fragmentos de fibronectina que aparecen 
recuadrados en la figura, obtenidos por digestión proteolítica controlada, han permitido determinar las regiones 
funcionales y los lugares de unión específicos de diferentes moléculas y células. En la parte superior de una de 
las cadenas se detallan los ligandos que pueden interaccionar con la fibronectina. Para la heparina y la librina 
se ha descrito más de una localización de unión. La región amino-terminal parece implicada principalmente en 
la interacción con componentes de la matriz, mientras que la responsable de la interacción con células se localiza 
hacia el extremo carboxilo terminal de la molécula. La expresión del segmento variable V puede generar nuevos 
centros de interacción con células (-PEILDV-, REDV-). 
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Los principales dominios funcionales de esta molécula aparecen en la figura 4. Dentro
de la porción amino terminal de 70 kDa se encuentran diferentes sitios de unión; entre ellos,
sitios para unión a fibrina, heparina, factor XIIA, Staphylococcus aureus, y centros implicados
en el ensamblaje de la matriz, probablemente a través del autoensamblaje de la fibronectina.
El dominio de unión a colágeno/gelatina se encuentra localizado también en esta región. La
parte central de la molécula está compuesta por repeticiones de tipo 111 y contiene sitios para
interaccionar con heparina y con células a través de dominios específicos.
Las diferencias que existen entre las cadenas de fibronectinadel plasma (sintetizada por
hepatocitos) y las secretadas por distintas células se deben a variaciones en el procesamiento
postranscripcional del mRNA, lo que genera una variedad de isoformas derivadas del mismo
gen. Se han identificado tres regiones susceptibles de sufrir un procesamiento alternativo
(segmentos EJIIA, EIIIR y el conector V) cuya expresión puede modificar parcialmente la fun-
ción de la fibronectina. Los segmentos EJIJA y EIIIR pueden estar presentes, como en la
fibronectina sintetizada por diversos tipos celulares, o ser eliminados, como ocurre en la
fibronectina plasmática (Hynes, 1990). Cinco variantes diferentes de fibronectina pueden
obtenerse en función de que el segmento y sea eliminado, expresado parcial o completamente
(Hershberger y Culp, 1990). Estas modificaciones confieren a la fibronectina propiedades dife-
rentes, alteréndose la solubilidad y la glicosilación, la sensibilidad a proteasas y generándose
nuevos centros de unión a células. Según se exprese del segmento V se pueden introducir uno
o dos sitios adicionales de unión a células y se puede afectar la actividad de unión a heparmna.
Además, este dominio contiene dos sitios de unión para 0-oligosacáridos y uno para N-
oligosacáridos lo que puede modificar las propiedades de adhesión de la fibronectina. Por el
procesamiento del segmento EIIIB, se introduce una localización sensible a la degradación pro-
teolítica. La expresión de EIIIA es mayor en células transformadas y en tumores que en
células normales de mamifero, sin embargo esto no ocurre, por ejemplo, en células de poíío.
La estructura multidominio de la fibronectina, como muchas otras proteínas de la
matriz extracelular, le permite establecer interacciones no sólo con las células sino también
con un gran número de macromoléculas, entre las que se encuentran la gelatina (colágeno
desnaturalizado), diversos tipos de colágenos nativos, heparina, fibrina, trombospondina, DNA
y actina. Los sitios de unión para estas macromoléculas se encuentran en dominios separados,
por lo que la fibronectinapuede generar múltiples interacciones simultáneas con células y con
otras moléculas (Akiyama et al., 1 995b). Esto hace que la proteína pueda mediar en el control
de distintas actividades biológicas (Tabla IV).
Dominio de unión a células
La fibronectina presenta al menos dos regiones de adhesión celular que pueden
interaccionar independientemente con distintos receptores de la superficie celular.
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Tabla IV. Interacciones y actividades biológicas en las que participe la fibronectina
INTERACCIONES ACTIVIDADES BIOLÓGICAS
Colágenos, gelatina y poliaminas Adhesión y extensión celular
Heparina Proliferación y migración celular
Fibrina Morfología celular y diferenciación
Autoensamblaje Hemostasia y reparación de heridas
Interacción con células Inflamación
Actina, DNA factor XIIa Ensamblaje de la matriz de fibronectina
Bacterias Metástasis de células tumorales
El primer sitio de adhesión celular de la fibronectina se localiza en la parte central de
la proteína, en el décimo módulo de tipo III, en concreto en la secuencia -Gly-Arg-Gly-Asp-
Ser- (-GRGDS-) (Yamada y Kennedy, 1984; Pierschbacher y Ruoslahti, 1984a). Además,
existe una secuencia adicional que actúa de manera sinérgica con el sitio RGD para promover
la adhesión celular, la secuencia -Pro-His-Ser-Arg-Asn- (-PHSRN-) localizada en el módulo
nueve de tipo III, que se conserva entre diferentes especies, lo que confirma su importancia
funcional. El aminoácido crucial en dicha secuencia es la arginina, ya que incluso una
sustitución conservativa de lisina por arginina da lugar a la pérdida de actividad adhesiva.
Diversos estudios han indicado que los sitios PHSRN y RGD deben estar orientados o
espaciados correctamente para favorecer al máximo la adhesión celular (Aota et al., 1994;
Akiyama a al., 1 995a). Puesto que la secuencia -RGD- no es específica de fibronectina, se
intenta explicar la especificidad de las interacciones celulares con varias glicoproteinas a través
de la implicación de secuencias próximas, o de elementos de adhesión distales, o de diferencias
conformacionales. Por experimentos de inhibición de anticuerpos se ha podido determinar que
ambos sitios, el RGD y el sinérgico, participan en la migración celular y en la organización
del citoesqueleto de células sembradas sobre fibronectina, indicando que los dos sitios se
requieren para un gran número de actividades de la glicoproteina.
Una segunda región de adhesión celular independiente se localiza cerca de la región
carboxilo terminal, en el segmento conector o módulo V (Akiyama el al., 1 995a). Esta región
participa en la adhesión de células de la cresta neural, células de melanoma y ciertos
leucocitos. Al menos dos secuencias dentro de este módulo contienen actividad adhesiva. Las
secuencias mínimas de reconocimiento de esta región son -Leu-Asp-Val- (-LDV-) y -Arg-Glu-
Asp-Val- (-REDV-). Al contrario que las secuencias centrales -RGD- y -PHSRN-, las
secuencias -LDV- y -REDV- no actúan sinérgicamente, sino que tienen un efecto aditivo en
la adhesión celular (Akiyania et al., 1995b).
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1.3. MATRIZ EXTRACELULAR Y PROGRESIÓN TUMORAL
La interacción de la célula maligna con el basamento membranoso es un hecho
fundamental en la invasión tumoral y señala el inicio de la cascada metastática (Fidíer et al.,
1990; Liotta et aL, 1991; Heino, 1996). Como se ha comentado, durante este proceso es
continua la presencia de barreras de tejido conectivo en muchos puntos claves de la cascada
metastática: liberación de las células del tumor primario, intravasación y extravasación durante
la diseminación por los vasos sanguíneos y en [a invasión tisular.
Los basamentos membranosos no contienen poros que permitan la migración pasiva de
las células tumorales. Así, las moléculas que componen los basamentos membranosos
constituyen una barrera para las células no invasivas, pero también proporcionan sitios de
adhesión para las células invasivas. Esta interacción célula-matriz, mediada por receptores de
tipo integrina, puede inducir la expresión de inetaloproteinasas de matriz, y permite a las
células la migración a un nuevo entorno (Larjava et al., 1993; Riikonen el al., 1995; Rubin
et al., 1996). Además, hay que tener en cuenta que algunos de los productos de la degradación
son quimiotácticos para las células tumorales, facilitando que éstas se dirijan hacia las zonas
más debilitadas del tejido y que presentan menor resistencia.
En los procesos tumorales también suele tener lugar una síntesis alterada de
componentes de la matriz extracelular. Este hecho, junto con su mayor degradación, da lugar
a una desorganización, reduciéndose la oposición ejercida por los basamentos membranosos
y por el estroma intersticial frente a la invasión maligna y facilitándose los procesos de
migración celular asociados a la invasión tumoral y la formación de metástasis (Tryggvason
el al., 1987). Así, en tumores humanos se ha observado una expresión incrementada de
proteoglicanos, fibronectina y tenascina, que pueden ser funcionalmente diferentes de las del
tejido normal. Esto genera una matriz alterada y proporciona un entorno que permite la
invasión de células tumorales o bien facilita la metástasis por modulación de la adhesión o
controlando la proliferación de la célula tumoral. Los componentes individuales, laminina y
fibronectina, parece que incrementan el fenotipo maligno in vitro (Kleinman el al., 1993;
Schiller y Bittner, 1995; Yudoh eí al., 1996) y promueven el crecimiento de la célula tumoral
in vivo (Topley et al., 1993; Grant el al., 1994; Varner et al., 1995).
1.4. DEGRADACIÓN DE LA MATRIZ EXTRACELULAR
La degradación de la matriz extracelular en un tejido normal, proceso organizado y
muy regulado, se debe a la acción de proteasas especificas que degradan la mayoría de los
componentes de la matriz (Birkedal-Hansen, 1995; Stetler-Stevenson, 1996). Las células
malignas deben ser capaces de invadir el tejido que les rodea, aumentando así el tamaño de
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la masa tumoral, y además deben ser capaces de cruzar dos, y en muchos casos tres
basamentos membranosos para alcanzar el sitio secundario. Por tanto, las células con
capacidad para interaccionar y degradar los componentes membranosos los atravesarán más
fácilmente, y formarán metástasis distantes del foco primario. Las proteinasas implicadas en
la degradación de los basamentos membranosos pertenecen a las familias de las aspartil-,
cistein-, serín- y metaloproteinasas (Tabla V y VI).
Tabla V. Enzimas con actividad degradativa de la matriz extracelular
ENZIMA SUSTRATOS E INHIBIDORES
METALOPROTEINASAS (MMPs)
SERIN PROTEASAS
Elastasa
Plasmina
Activadores de plasminógeno
Catepsina O
Trombina
CISTEIN PROTEASAS
Catepsinas B y H
Catepsina L
ASPARTIL PROTEASAS
Catepsina D
GLICOSIDASAS
Heparanasa
Hialuronidasa
3-0-Olucuronidasa
N-Acetil-~-D-glucosamninÁdasa
N-Acetil-13-D-galactosaminidasa
(ver tabla VI)
Elastina. Gelatina. COL IV. Activa MMPl y MMP3.
[a1-PI]
Fibrina. COL IV y y. p~. LN. FN. Activa MMPI,
MMP2, MMP3, prouroquinasa y pro-TGF-~.
[a,-antiplasmina]
Plasminógeno. [PAI-l, PAI-2]
LN. FN. PO. COL 1. Activa a MMP3. [a1-PI]
FN. LN. COL IV. Activa al plasminógeno.
[Antitrombina].
LN. PO. FN. COL 1, II, IV, y, Ix y XI. Activa a
MMPI. [Cistatinas]
Elastina. PO. FN. LN. COL 1, II, W, V, IX y XI.
[Cistatinas]
LN. FN. PO. [a2-macroglobulina, pepstatina]
Hepaitn sulfato.
[cz2-macroglobulina,inhibidor de heparanasa]
Acido hialurónico.
[a2-macroglobulina, heparina. suramina]
GAG, oligosacáridos de glicoproteinas.
GAG, oligosacáridos de glicoproteinas.
GAG, oligosacáridos de glicoproteinas.
Los inhibidores se indican entre y COL, colágeno; FN, fibronectina, EN, lainunna; PO, proteoglicano y
GAG, glicosaminoglicano. TIMP-l y TIMP-2, inhibidores tisulares de metaloproteinasas de tipo 1 y 2; a1-PI,
a1-inbibidor de proteasas, PAI-l y PAI-2, inhibidores del activador de plasminógeno de tipo 1 y 2.
Las metaloproteinasas de la matriz (MMPs) requieren los iones Zn2~ y Ca2~ para ser
activas y tienen la capacidad de degradar a los componentes de la matriz extracelular a pH
fisiológico. Estas enzimas se secretan como proenzimas y sufren una ruptura proteolítica en
el dominio amino terminal durante su activación en el compartimento extracelular. Además,
existen MMPs con un dominio transmembrana localizadas en la superficie celular, las MMP
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TABLA VI. Clasificación de las metaloproteinasas de la matriz.
ENZIMA MMP kDa SUSTRATOS IINHIBIDORESI
COLAGENASAS
Colagenasa intersticial
Colagenasa de neutrófilos
Colagenasa-3
MMP-l
MMP-8
MMP-13
52 Colágenos 1,11,111, VII, VIII, IX y gelatina
Entactina y tenascina. Agrecano, MMP-2, MMP-
9. [TIMP-l>TIMP-2]
75 Colágenos 1, II, III, VII, VIII, X y gelatina
Agrecano
52 Colágeno!
GELATINASAS
Gelatinasa A
Oclatinasa E
MMP-2
MMP-9
72 Colágenos 1,1V, y, vil, X, XI
Fibronectina y laminina. Agrecano, elastina,
MMP-9. [TIMP-lr’TIMP-2]
92 Colágenos IV, V y gelatina
Entactina, agrecano y elastina.
[TIMP-2>TIMP-l]
ESTROMELISINAS
Estromelisina- 1
Estromelisina-2
Estromelisina-3
Matrilisina
MMP-3
MMP-l0
MMP-l 1
MMP-7
55 Colágenos 11,111,1V, y, IX, X, XI y gelatina
Fibronectina, lamininay tenascina
Agrecano, elastina, MMP-l, MMP-8, MMP-9
[TIMP-l>TIMP-2]
55 Colágeno IV. Agrecano y elastina
61 No conocido
28 Colágenos IV y gelatina
Fibronectina, 1am inina, tenascina y entactina.
Agrecano, elastina.
MMP-l, MMP-2 y MMP-9
MMPs de MEMBRANA
MT-MMP-l MMP- 14
MT-MMP-2
MT-MMP-3
MT-MMP-4
MMP-15
MMP-16
MMP-l7
66 MMP-2. [TIMP-l,TIMP-3]
64 MMP-2
72 No conocido
70 No conocido
OTRAS MMPs
Elastasa MMP- 12
Metaloproteasa ácida
Metaloproteasa neutra
MMP-4
MMP-6
54 Fibronectina y elastina
55 Proteoglicanos
35 Insulina y telopéptidos de colágeno
Se indican las metaloproteinasas de la matriz, agrupadas en diferentes subclases, el número de MMP asignado a cada
una de ellas, su masa molecular (en tWa) y sus principales sustratos e inhibidores (entre [ ]). TIMP-I, TIMP-2 y
TIMP-3. inhibidores tisulares de metaloproteinasas de tipo 1, 2 y 3. En la actualidad se han identificado dosnuevas
metaloproteinasas, la MMP-18, que se relaciona con las MMP-l, MMP-3, MMP-l0 y MMP-l 1 (Cossins el al.,
1996) y la MMP-19 (Pendas e!al., 1996).
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de membrana (MT-MMP). En la tabla VI se recogen las metaloproteinasas de la matriz
identificadas hasta el momento. Se han identificado 19 miembros de la familia MMP
(Birkedal-Hansen, 1995; Cossins et al., 1996; Sang y Douglas, 1996; Pendas et al., 1996).
Entre estas enzimas existe un solapamiento en la especificidad de sustrato in vitro; sin
embargo, su especificidad in vivo se desconoce. También es posible que algunas MMP sean
ísoenzímas de otras, diferenciándose principalmente en sus patrones de expresión (Crawford
y Matrisian, 1994-95).
Estas actividades degradantes son críticas en procesos fisiológicos que implican
remodelación e invasión tisular (cicatrización de heridasy fracturas, angiogénesis, inflamación,
desarrollo del intestino delgado, morfogénesis de la glándula salivar, embriogénesis, ciclo del
endometrio, etc.) (Ries y Petrides, 1995). Todos son procesos limitados que preservan la
integridad y la función de la matriz. Sin embargo, en condiciones patológicas, las alteraciones
en la matriz extracelular son más extremas y originan cambios en la distribución, composición
y función de la matriz. La expresión de MMPs se ha relacionado con procesospatológicos que
implican destrucción de los tejidos, como invasión y metástasis de células tumorales, y artritis
reumatoide (mes y Petrídes, 1995; Basbaum y Werb, 1996; Coussens y Werb, 1996). La
sobreexpresión de MMPs se ha asociado con la progresión maligna en carcinomas humanos
de pulmón, próstata, estómago, colon, mama, ovario, tiroides, cabeza y carcinoma escamoso
de cuello (Stetler-Stevenson et al., 1993).
Las MMPs están reguladas de diferentes formas: transcripcionalmente por factores de
crecimiento, citoquinas inflamatorias y oncogenes; postranscripcionalmente por alteraciones
en la estabilidad del niRNA y, postraduccionalmente, por su secreción bajo la forma de
proenzimas. Además, también se regula la degradación de las enzimas activas. Por otro lado,
las MMPs pueden inhibirse por inhibidores de proteasas generales y por inhibidores tisulares
específicos. Los inhibidores de MMPs son proteínas multiflincionales que tienen también
capacidad para modular la proliferación celular. Se les conoce como TIMPs o inhibidores
tisulares de metaloproteinasas, y son capaces de bloquear la invasión tumoral y la metástasis
tanto iii vivo como in vitro. Estas múltiples formas de regulación implican que los niveles y
la actividad de MMP están cuidadosamente controlados en procesos fisiológicos. Sin embargo,
en la invasión y metástasis tumoral parece que existe una expresión y activación excesiva de
MMPs (Brown et al., 1993; Davies et al., 1993a,b). Los dominios estructurales de estas
MMPs, así como las formas de regulación y su actividad, se esquematizan en la figura 5.
La importancia de las MMPs en la progresión tumoral y metástasis se ha puesto de
manifiesto en diferentes tipos de estudios, por ejemplo, utilizando los inhibidores tisulares
(TIMPs) (Kholdia et al., 1992a,b; Chirivi et al., 1995). Se ha descrito que existe una
correlación directa entre la expresión de MMPs en células y el comportamiento invasivo y
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metastático de las mismas en modelos animales (Sreenath eí al., 1992; Powell et al., 1993).
La producción incrementada o de novo de MMP, o una mayor activación de éstas, se asocia
con estados avanzados de muchos cánceres (Anam et al., 1993; Newel et al., 1994;
MacDougall et al., 1995). Otros estudios sugieren que las MMPs afectan a la proliferación
inicial de las células, actuando no tanto en el proceso de la extravasación, sino en el posterior
crecimiento (Koop et al., 1994; Witty et al., 1994). Todo ello sugiere que la producción de
MMPs puede influir en estadios tempranos, intermedios y últimos de la progresión tumoral.
En estudios inmunohistoquimicos se ha observado que la expresión de las MMPs puede
tener lugar en las células transformadas o en las células del estroma. Por lo tanto, puede ser
que las células cancerígenas produzcanlas metaloproteinasas por si mismas, o induzcan a otras
células a producirlas. Experimentos in vitro muestran que la interacción de células
transformadas con la matriz pueden inducir la síntesis de MMPs (Larjava et al., 1993;
Riikonen et al., 1995; Chintala et al., 1996). Esto sugiere que la expresión por las células
tumorales debe ser limitada y que tiene lugar sólo durante el corto período en que las células
se adhieren a ligandos extracelulares. Los patrones de expresión in vivo de las MMPs en
tumores indican que la expresión de estas proteinasas por parte del estroma está implicada en
la invasión tumoral, mientras que la expresión por las células tumorales es importante para la
metástasis (Poulson et aL, 1993; Wright et al., 1994).
Puesto que en tejido normal prácticamente no se expresan MMPs, debe existir algún
mecanismo responsable de su inducción. En tejidos tumorales parece ser que la activación de
oncogenes y la pérdida de genes supresores de tumores, junto con la interacción con la matriz,
originan de manera directa o indirecta la expresión de MMPs por las células tumorales. Las
células del estroma expresan MMPs en respuesta a mediadores solubles secretados por las
células tumorales o por células inflamatorias infiltradas, por contacto célula tumoral-
fibroblastosdel estroma, o por cambios en la arquitectura del tejido y en la matriz extracelular
(Kataoka et al., 1993; Himelstein et al., 1994). Al degradarse la matriz se liberan o activan
factores de crecimiento. Por otro lado, las alteraciones de las interacciones célula-célula y
célula-matriz originan cambios celulares que pueden provocar un incremento en la
proliferación. En algunos tumores, además de los fibroblastos, también las células endoteliales
liberarían MMPs y esto influiria en la invasión de los capilares (Autio-Harmainen et al., 1993;
Pyke et aL, 1993).
1.5. RECEPTORES DE ADHESIÓN CELULAR
La adhesión celular es un proceso crítico para la célula, ya que permite el anclaje, la
migración y la iniciación de señales para el crecimiento y la diferenciación. La adhesión
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celular es también un proceso clave de la cascada metastática puesto que, además de ser
fundamental durante el proceso de angiogénesis (Stromblad y Cheresh, 1996), tienen lugar
interacciones de diferentes clases: célula tumoral- matriz extracelular, célula tumoral-célula
tumoral y célula tumoral-célula huésped (plaquetas, leucocitos y células endoteliales) (Weiss
1994-95; Tang y Honn, 1994-95). De hecho, en varios estados de la progresión tumoral y la
metástasis se han implicado a distintos miembros de las familias de receptores de adhesión
(integrinas, cadherinas, inniunoglobulinas y selectinas) además de moléculas que también
presentan propiedades adhesivas, como lectinas y proteoglicanos (Honn y Tang, 1992;
Bevilaqua y Nelson, 1993; Rubin et al., 1996).
En células transformadas, cuando se las compara con células normales del mismo
tejido, se observa tanto la sobreexpresión como la disminución/supresión de la síntesis de
proteínas de adhesión. Por tanto, es posible que las modificaciones sean necesarias para que
tenga lugar la motilidad, invasión y metástasis de la célula maligna. En este sentido, se han
descrito numerosos ejemplos en los que las interacciones célula-célula se modifican. Por
ejemplo, en carcinomas, la supresión de la expresión de la E-cadherina es uno de los primeros
cambios que tienen lugar en las células de epitelio transformadas y, como consecuencia se
origina la pérdida de contactos célula-célula, paso esencial en la progresión tumoral. Sin
embargo, la expresión de CEA y CD44 se incrementa en este mismo tipo de tumores. La
sobreexpresión y la liberación de CEA al espacio intercelular de células tumorales adyacentes
desestabiliza las interacciones célula-célula. Por otro lado, la sobreexpresión de ciertas
isoformas del CD44 hace que tengan mayor importancia las interacciones célula-matriz que
las interacciones célula-célula (Jothy et al., 1995).
La ruptura de la estructura epitelial, por disminución en la adhesión entre células
tumorales y células-matriz, origina la liberación de las células tumorales del tumor primario
ya que se promueve la motilidad celular. Esto favorece la migración de las células tumorales
a través del basamento membranoso, desde el sitio donde originalmente proliferan al estroma
que rodea al tumor. Una vez alcanzado este estado, el carcinoma ha progresado de un
crecimiento iii situ relativamente benigno, a uno más invasivo (Jothy et al., 1995).
Las células metastúticas expresan frecuentemente receptores de adhesión no presentes
en las células normales, que facilitan su interacción con la pared de los vasos y con la matriz.
Este fenómeno, denominado expresión ectópica, es una expresión que se considera anonnal,
como es el caso de la expresión de las integrinas a111,~3 y aj32 y de las moléculas de adhesión
de la superfamilia de las inmunoglobulinas PECAM-1 ,ICAM-l y N-CAM, en tumores sólidos.
Las interacciones célula tumoral-célulaendotelial son claves en la preferencia de órgano
de la metástasis. En los vasos, las células tumorales se adhieren a la monocapa de células del
endotelio reconociendo receptores en dichas células. Nonnalmente están implicados
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mecanismos de reconocimiento carbohidrato-carbohidrato, carbohidrato-selectina, y proteína-
proteína. Esta adhesión célula-célula da lugar a la activación de las células tumorales y/o
endoteliales, incrementándose la expresión de ciertos receptores de adhesión, generalmente
integrinas, lo que conduce a una unión más fuerte entre las células tumorales y el endotelio
(Tang y Horm, 1994-95). La expresión de selectinas por células endoteliales incrementa la
adhesión de células tumorales y la metástasis experimental (Bevilaqua y Nelson, 1993).
1.5.1. Integrinas
Las integrinas son los principales receptores celulares por los que las células se
adhieren a su entorno (matriz extracelular) y a otras células, pero también son esenciales
durante el desarrollo, en la migración celular y en la invasión de las células tumorales (Varner
y Cheresh, 1996; Sheppard, 1996; Rubin et al., 1996). A estos receptores se les denominó
integrinas ya que integran el citoesqueleto de la célula a la matriz extracelular. Las integrinas
están implicadas en varias enfermedades lo que demuestra su importancia en procesos
fisiológicos y patológicos. La capacidad para interferir en las funciones de las integrinas con
anticuerpos anti-integrina o péptidos sintéticos ofrece numerosas oportunidades para la
intervención terapéutica en enfermedades como trombosis, inflamación y cáncer.
Estructura
Las integrinas son heterodímeros de subunidades a y 13, glicoproteinas transmembrana,
unidas no covalentemente. Se han identificado al menos 16 subunidades a y 8 subunidades ¡3
diferentes, que al combinarse forman las 22 integrinas identificadas hasta el momento.
Inicialmente las integrinas se clasificaron en subfamilias en función de la cadena ¡3 que
contenían. Sin embargo, mientras que alguna subunidad a se une a una única subunidad ¡3,
algunas subunidades a se asocian con varias cadenas ¡3. Además, el número de miembros de
esta familia se podría incrementar si se considera que varias subunidades pueden sufrir un
procesamiento alternativo en el dominio citoplasmático. En la figura 6 se recoge la asociación
de las cadenas a y ¡3 de las distintas integrinas. Las características estructurales generales son
similares para todas ellas, presentando un gran dominio extracelular globular, un dominio
transmembrana y un pequeño dominio citoplasmático de menos de 60 aminoácidos conectado
al citoesqueleto (Ruoslahti, 1991; Hynes, 1992). Sin embargo, la cadena ¡34 presenta un
dominio citoplasmático de alrededor de 1000 aminoácidos (Hogervorst et al., 1990; Tamura
et al., 1990). El sitio de unión al ligando parece estar formado por secuencias de las regiones
N-terminales de las dos subunidades a y ¡3.
Todas las subunidades ¡3 presentan en el extremo amino terminal cuatro repeticiones
de un segmento rico en cisteinas, con numerosos puentes disulfuro internos, que forma parte
del dominio de unión al ligando (Calvete et al., 1991). Todas las subunidades a contienen
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Dominio-l 
Dominios tipo 
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Repeticiones tipo III 
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FX 
aL 
aM 
Figura 6.- Superfamilia de las integrinas. 
(A) Características estructurales y dominios presentes en las integrinas. En la región extracelular las 
subunidades a (en el dominio 1) y f3 contienen secuencias MIDAS (Metal Ion Dependent Adhesion Site). Los 
dominios V-VII de la subunidad a, en integrinas que contienen el dominio 1 (o IV-VII en otros), presentan 
secuencias tipo EF hand de unión a cationes divalentes. (l3) Superfamilia de las integrinas. Las líneas indican 
las integrinas ab y sobre ellas se representan los ligandos reconocidos por éstas: COI (colágeno), 1 y IV (colhgenos de 
tipo 1 y IV), LN (laminina), KAL (kalinina), MER (merosina), FN (tibronectina), ET (entactina), VN (vitronectina), OS (osteopondina), 
TB (trombospondii), FB (fibrinógeno), VWF (factor con Willebmnd), C3bi (factor del complemento), BM (basamento membranoso), 
MadCAM-1 (molCcula de adhesión celular de tipo adresina de la mucosa), VCAM-1 (molécula de adhesión celular vascular tipo l), FX 
(factor X), ICAM- (molécula de adhesión intercelular), ? (ligando desconocido). RGD, la interacción con el ligando es a través 
de RGD. 
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siete repeticiones de un segmento homólogo. Las últimas tres o cuatro repeticiones contienen
secuencias (-Asp-X-Asp-X-Asp-Gly-X-X-Asp-o similares) que participan en las propiedades
de unión a cationes divalentes de estas subunidades. Esta región de la subunidad a también
forma parte del dominio de unión al ligando. La naturaleza de los cationes, que son
fundamentales para la función de las integrinas y necesarios para la asociación de las
subunidades a¡3 de algunas integrinas, pueden afectar a la afinidad y a la especificidad por los
ligandos (Mould et al., 1995a; Humphries, 1996). La sustitución del metal de coordinación
origina cambios conformacionales en la proteína que afectan a la región implicada en la unión
al ligando lo que puede conducir a una modificación en la adhesión celular y de la actividad
de la integrina (Mould, 1996).
Las integrinas pueden unir a más de un ligando, y los ligandos normalmente son
reconocidos por más de una integrina (Figura 6). La mayoría de los ligandos son proteínas de
la matriz extracelular implicadas en la adhesión célula-sustrato. Sin embargo, algunos ligandos
como el fibrinógeno son factores solubles. También pueden mediar la adhesión directa célula-
célula. Así, algunas integrinas reconocen proteínas integrales de membrana de la superfamilia
de las inmunoglobulinas, como las moléculas de adhesión intercelular (ICAM-l, ICAM-2) y
la molécula de adhesión celular vascular (VCAM-l).
El patrón de expresión de integrinas varía enormemente dependiendo de los diferentes
tipos celulares. Algunas líneas celulares de mamiferos expresan sólo unas pocas integrinas,
mientras que otras pueden tener hasta diez. Las integrinas a6¡31 y a6¡34, que se expresan
preferentemente en células epiteliales, son receptores para laminina (Rabinovitz et al., 1995;
Chao et al., 1996; Nista et al., 1996). Por otro lado, las integrinas a5¡31 y a433 se detectan
en células con capacidad para migrar (Albelda, 1993). Algunos tipos celulares expresan
integrinas altamente especializadas, como la integrina a111,¡33, de megacariocitos y plaquetas,
que participa en la agregación plaquetaria. Del mismo modo, las integrinas ¡32 se expresan sólo
en leucocitos y median la extravasación de leucocitos y la inflamación.
En células transformadas se han detectado cambios en la expresión de diferentes
integrinas con respecto a la de las células normales. Sin embargo, la heterogeneidad de
resultados hace dificil establecer una relación clara entre el grado de malignidad y el patrón
de expresión de integrinas. En general, el fenotipo maligno se relaciona con una alteración en
el nivel y/o tipos de integrinas expresadas. En la conversión de células epiteliales a un estado
maligno, además, se suele produciruna alteración en la distribución de las integrinas, pasando
de una distribución polarizada a una localización más difusa.
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Ligandos de las integrinas y secuencias de reconocimiento
Las integrinas presentan especificidad de unión a los diferentes ligandos de la matriz
extracelular, como queda recogido en la figura 6. Algunas integrinas son bastante específicas,
como la cc~¡31 que interacciona sólo con fibronectina. Sin embargo, una integrina puede
interaccionar con diferentes ligandos (especificidad superpuesta), ya que reconocen en los
ligandos secuencias cortas presentes en diferentes proteínas. Además, una célula puede
expresar dos o tres integrinas capaces de reconocer el mismo ligando. Este comportamiento
parece ser redundante en cuanto a adhesión celular. Sin embargo, dos integrinas que unen el
mismo ligando pueden no desempeñar la misma función en la célula ya que diferentes
subunidades a/¡3 pueden transmitir señales distintas de la matriz extracelular al interior celular.
Las integrinas no siempre reconocen a todos los ligandos que se han descrito en la bibliografia
para ellas, sino que las células que las expresan pueden regular su especificidad. Por ejemplo,
la integrina ct2¡3, expresada en plaquetas es receptor de colágeno, pero en otras células se une
además a laminina y fibronectina.
La mayoría de las integrinas reconocen la secuencia -ROD- presente en las
glicoproteinas de adhesión. La conformación de la región donde se encuentra dicha secuencia
parece ser fundamental para el reconocimiento especifico de las diferentes integrinas
(Ruoslahti, 1996). En la mayoría de las secuencias de reconocimiento es de destacar una
característica común, la presencia de un residuo de aspartato en todas ellas. Este grupo
funciona en adhesión celular proporcionando un grupo de coordinación alternativo en las
integrinas para quelar el catión divalente (Humphries, 1996).
La función de las integrinas se puede modular, pudiendo encontrarse éstas en un estado
activo o inactivo (Mould et al., 1995a; Humphries, 1996; Mould, 1996). De esta manera, la
especificidad y la afinidad de una integrina concreta sobre una célula dada no es siempre
constante, sino que depende de su estado activo-inactivo. Algunas integrinas necesitan ser
activadas para poder unir a su ligando, como es el caso de la integrina de plaquetas a1111¡33 o
las integrinas ¡32 de neutrófilos. La integrina a11j33 puede ser activada por anticuerpos contra
el receptor, por el propio ligando, o por la activación de plaquetas. Este proceso es similar
para las integrinas ¡32~ deben activarse, no uniéndose al ligando en caso contrario. La
activación de las integrinas parece que se origina por cambios conformacionales (Mould,
1996). Por otro lado, una integrina puede regular la función de otra. Por ejemplo, la integrina
a~¡33 puede regular la función del receptor de fibronectina a5¡31 (Blystone et al., 1994).
También, la inducción por fibronectina de la expresión de genes de metaloproteinasas vía
integrina a431 se inhibe fuertementepor interacciones mediadas por el receptor de fibronectina
ct4¡31 (Huhtala et al., 1995).
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Funciones de las integrinas
Las integrinas participan en los procesos de ensamblaje y remodelación de la matriz,
permitiendo a las células su adhesión. Un ejemplo es la integrina a5j31 que es necesaria para
que las células de ovario de hámster chino depositen fibronectina en la matriz (Ruoslahti,
1994-95). También en este proceso se ha implicado a la integrina a3¡31 (Wu et al., 1995). El
mecanismo por el que ocurre este proceso se desconoce, pero puede que la integrinaconcentre
la fibronectina en la superficie celular y cambie su conformación de manera que pueda ser
incorporada en fibrillas. Otra integrina, ct~¡31, que se une al mismo sitio ROD en la
fibronectina que a5¡31 y también media la adhesión, sin embargo, no participa en el ensamblaje
de la matriz. Por otro lado, la integrina a2¡31 es el receptor que usan las células para moldear
los geles de colágeno por contracción (Chan et al., 1992).
Las integrinas median la adhesión de las células a la matriz extracelular, lo que tiene
consecuencias importantes, ya que muchos tipos celulares sólo sobreviven y proliferan si se
encuentran adheridos a una superficie. También están implicadas en la migración celular,
determinando la dirección, velocidad y diana final de dicho proceso. Los movimientos
celulares que tienen lugar durante la reparación tisular pueden depender de interacciones
mediadas por integrinas. Lo mismo ocurre con el efecto de los componentes de la matriz
extracelular en la diferenciación celular.
Las integrinas, además de mediar la adhesión celular durante el proceso invasivo y
metastático, pueden transmitir señales de la matriz extracelular al interior celular. De esta
manera participan en una gran variedad de procesos celulares que influyen en el desarrollo
tumoral, incluyendo la regulación de la proliferación y la apoptosis, la motilidad celular y la
invasión, la localización en la superficie celular de MMPs y la angiogénesis (Varner y
Cheresh, 1996).
Integrinas y transmisión de la señal
Los cambios en la morfología y en el comportamiento celular que ocurren al
interaccionar las células con la matriz a través de las integrinas, hacen pensar que estos
receptores funcionan como transductores de las señales extracelulares. Los dominios
intracelulares de las subunidades de las integrinas están conectados a proteínas del
cihesqueleto y a rutas de transmisión de señales. Un esquema de las principales proteínas
implicadas en dicha transmisión aparece en la figura 7.
El agrupamiento de las integrinas, inducido por la matriz extracelular, y las
interacciones intracelulares de las integrinas con el citoesqueleto cooperan para inducir la
formación de los sitios de adhesión (contactos focales) y la transmisión de la señal. Estos
receptores activan las rutas de transmisión de la señal identificadas inicialmente para factores
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Figura 7.- Transmisión de la señal dependiente de integrinas. 
Etapas implicadas en la transmisión de la señal al interior de la célula tras la interacción integrina- 
ligando. (A) Formación de contactos focales y organización del citoesqueleto. (3) Fosforilación por activación 
de la proteína ~~125~~~ o FAK (Focal Adhesion Kinase). La autofosforilación de la FAK puede originar el 
reagrupamiento y la activación de otras tirosina quinasas (Crk, Grb2, Src, Csk) y la fosforilación de paxilina. 
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de crecimiento y citoquinas. Las integrinas inducen señales que incluyen el influjo de Ca
intercambio de protones, fosforilación de proteínas, alteraciones en el metabolismo de los
fosfoinosítidos, activación de la proteína quinasa MAP (mitogen-activated protein), cambios
en la expresión génica y estimulación de la respuesta mitogénica (Richardsony Parsons, 1995;
Yamada y Miyamoto, 1995; Dedhar y Hanningan, 1996).
El mecanismo por el cual se desarrolla la transmisión de la señal parece implicar al
dominio citoplasmático de las integrinas. Esta se une a una o más quinasas que inician la
cascada de señales después de la ocupación de integrinas y/o la agregación. Una proteína
tirosina quinasa, la quinasa de adhesión focal o FAK (Focal Adhesion Kinase; ppl2OF~) se
une al dominio citoplasmático de ¡3~ (Schaller y Parsons, 1994) y se coagrupa con agregados
de esta integrina (Miyamoto et al., 1995). Los estudios realizados con proteínas quimeras que
contienen sólo el dominio citoplasmático de la integrina ¡3~ indican que este dominio es
suficiente para la fosforilación de FAK (Lukashev eí al., 1994; Akiyarna et aL, 1994). Otras
subunidades ¡3, como ¡33 y ¡35, también producen la fosforilación de FAK después de su
agrupamiento, pero otras formas de procesamiento alternativo de ¡3~ no lo hacen, indicando
que este efecto es específico de ciertas subunidades ¡3. La FAK fosforila a proteínas de]
citoesqueleto, como la paxilina e interacciona con la tirosina quinasa src; también están
implicadas en la transmisión de la señal otras tirosinas quinasas de la familia src. Un esquema
del mecanismo propuesto se recoge en la figura 7. Si se producen los tres efectos, ocupacion,
agregación y fosforilación de tirosinas, se obtiene un efecto máximo, con la asociación de F-
actina y otras proteinas del citoesqueleto (Yamada y Miyamoto, 1995).
1.6. EL CANCER DE COLON
Uno de los cánceres más comunes en los países occidentales es el colorrectal, con una
alta incidencia y mortalidad, a pesar de los avances en el diagnóstico, las técnicas quirúrgicas
y formas de terapia. En España este tipo de cáncer afecta a 20-30 personas de cada 100.000;
es la segunda causa de muerte por cáncer, después del cáncer de pulmón en el hombre y del
cáncer de mama en la mujer (Cortés el aL, ¡995). Teniendo en cuenta el material biológico
y el estudio planteado en esta Memoria, se ha considerado oportuno incluir algunos apuntes
sobre los tipos de cáncer colorrectal, y algunas de las alteraciones genéticas descritas en esta
patología, que puedan reflejar la complejidad de las alteraciones observadas. Sin embargo, sólo
ciertos aspectos de los que a continuación se presentan han sido objeto de este estudio.
La carcinogénesis colorrectal es un proceso complejo, resultado de numerosas
alteraciones genéticas e influencias medioambientales, que conducen tanto a mutaciones
somáticas como hereditarias. Estas mutaciones dan lugar a la activación de protooncogenes,
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que actúan dominantemente, o a la inactivación de genes supresores de tumores. Se han
descrito dos formas hereditarias de cáncer de colon con diferente etiología molecular, la
poliposis adenomatosa familiar y el cáncer colorrectal no-poliposo hereditario, que darían
cuenta del 5%-15% de los casos de cáncer de colon. El resto de los casos se consideran
esporádicos (Burt et al., 1995; Kinzler y Vogelstein, 1996). Los factores hereditarios
determinan la predisposición de cada individuo a desarrollar el cáncer de colon, mientras que
la exposición a factores ambientales específicos determinan que los individuos desarrollen
adenomas pequeños, grandes o finalmente cáncer de colon (Burt, 1996).
La poliposis adenomatosa familiar (FAP) es un síndrome dominante autosómico en
el que se produce una pérdida alélica en el cromosoma Sq, afecténdose el gen apc
(adenomatous polyposis coli; localizado en el cromosoma 5q21). Se caracteriza por el
desarrollo de numerosos tumores poliposos benignos, algunos de los cuales pueden llegar a
ser malignos (Kinzler y Vogelstein, 1996). El paso limitante en la iniciación del tumor es la
mutación somática que tiene lugar en el alelo de tipo salvaje apc heredado del progenitor no
afectado (Levoy et al., 1994; Luongo et al., 1994). El gen apc codifica a una proteína que
media la adhesión celular y participa en el control de la proliferación de las células epiteliales
del colon (Rubinfeld et al., 1993). La mutación en este gen hace que se sintetice una proteína
truncada, inactiva, y que se incremente la división celular (Caspari et al., 1994). Alteraciones
en el gen apc también se han descrito en cánceres esporádicos no familiares (Kinzler y
Vogelstein, 1996) pero, mientras que en personas con FAP una lesión es heredada y la otra
ocurre somáticamente, en personas con tumores esporádicos, ambas ocurren somáticamente
(Astrin y Costanzi, 1989).
El cáncer colorrectal no-poliposo hereditario (HNPCC) se ha detectado en familias
en las que existe una predisposición dominante autosómica al cáncer colorrectal en ausencia
de los adenomas o tumores benignos detectados en FAP (Lynch et al., 1996; Kinzler y
Vogelstein, 1996). Lynch lo clasificó en dos categorías: de tipo 1, específico de sitio, sólo se
genera cáncer de colon; de tipo II, donde las personas afectadas desarrollan, además, tumores
de mama, endometrio, ovario, estómago, intestino delgado, tracto renal superior y
probablemente en otros sitios (Watson y Lynch, 1993). En una tercera categoría, variante del
síndrome de Lynch de tipo II, también desarrollan lesiones malignas y benignas en la piel.
Se ha establecido una relación entre HNPCC y alteraciones en los cromosomas 2p y
3p (Sandkuijl y Bishop, 1993; Lindblom et al., 1993). Parece que los genes implicados
participarían directamente en la replicación o en la reparación del DNA, ya que se ha
encontrado inestabilidad genética en tumores HNPCC. Los genes hMSH2 y hMLHJ , junto con
los genes hPMSJ y hPMS2, parecen ser los implicados (Fishel et al., 1993; Bronner et al.,
1994; Nicolaides et al., 1994).
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Los familiares en primer grado de personas afectadas de cáncer colorrectal esporádico
tienen un mayor riesgo de sufrir este tipo de cáncer que el resto de la población (Lovett,
1976). Esto sugiere que debe existir una predisposición genética al cáncer colorrectal común.
No se conocen los genes implicados, pero se podría tratar de mutaciones benignas en los genes
responsables de la FAP y HNPCC. Así, se ha descrito una forma atenuada de FAP, donde el
gen apc se encuentra mutado en el extremo final proximal, en la que se observa un menor
número de adenomas, produciéndose el desarrollo de adenomas y cáncer en una edad más
avanzada (Spirio et al., 1993).
Los factores medioambientales y, en particular, la dieta desempeñan un importante
papel en la formación del cáncer colorrectal (Potter et al., 1993; Oiovannucci y Willett, 1994).
Algunos de los genes afectados parecen ser los que codifican a sistemas enzimáticos implicados
en la destoxificación de carcinógenos y otras sustancias. Existe un fenotipo particular, que está
determinado por el locus acetilador (para la destoxificación de arilaminas, presentes en los
alimentos precocinados). Individuos con un fenotipo acetilador rápido presentan un riesgo de
cáncer colorrectal dos veces superior con respecto al fenotipo lento (Turesky et al., 1991;
Kadlubar et al., 1992). También se ha encontrado que un fenotipo carente de glutatión 5-
transferasa Ml (implicada en catalizar la conjugación de una variedad de carcinógenos y
drogas citotóxicas con el glutatión) está asociado con un riesgo incrementado de cáncer
colorrectal (Zhong et al., 1993). Otros estudios apuntan a los lípidos como componentes de
la dieta críticos para el desarrollo del cáncer colorrectal, lo que justificaría que esta
enfermedad se asocie con dietas ricas en carne roja (Giovannucci y Willett, 1994). En este
proceso parece estar implicado el gen que codifica a la fosfolipasa A2 (MacPhee et al., 1995).
Alteraciones somáticas en oneogenes
El cáncer surge, en parte, de la acumulación de cambios genéticos en una célula. Estas
alteraciones genéticas incluyen la activación de oncogenes celulares a través de una mutación
y la inactivación de genes supresores de tumor por mutación y/o deleción. Los estudios en
tumores colorrectales demuestran que la acumulación progresiva de cambios genéticos en
oncogenes y en genes supresores de tumores es paralela a la progresión clínica de tumores
colorrectales del epitelio normal a tumores benignos, y más tarde al estado maligno de la
enfermedad (Kinzler y Vogelstein, 1996). Un esquema con algunas de las alteraciones
cromosómicas más frecuentes detectadas en cáncer colorrectal se recogen en la figura 8. Entre
ellas se pueden destacar hipometilación en el DNA, mutaciones en ras, sobreexpresión de c-
myc y c-src, pérdida de heterocigosis en el cromosoma 17p (gen p53), 1 8q (gen dcc), y 5q
(genes mcc y apc), alteraciones en el cromosoma 2p y en la regulación de la proteína quinasa
C (Guillem et al., 1995; Jhanwan y Gerder, 1995).
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Figura 8.- Progresión del cáncer de colon. 
En la parte superior se muestra la progresión del tumor a lo largo de las diferentes capas del intestino 
grueso y la clasificación de éste en los estados A, B,, B, y C segtin Dukes. El estado C se subdivide en dos 
categorías dependiendo de que el tumor alcance sólo el ganglio linfático (C,) o que alcance el torrente sanguíneo 
(C,). En el estado D, los tumores han formado metástasis. En la parte inferior se indican las alteraciones 
genéticas más importantes asociadas con la progresión del tumor de colon y, en la tabla, el tipo de alteración 
que tiene lugar en el caso concreto de la poliposis adenomatosa familiar (FAP). 
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La familia de genes ras (K-ras, U-ras y N-ras) y en particular K-ras parecen ser los
oncogenes más importantes implicados en el cáncer colorrectal. Presentan una alta homología
y codifican a una proteína de 21 kDa. De forma similar a G~, la proteína ras une nucleótidos
de guanina (GTP) y tiene actividad GTPásica. Esta proteína participa en la transmisión de la
señal y está implicada en el control de la proliferación celular y la diferenciación. En cáncer
colorrectal, el 90% de las mutaciones se encuentran en el gen K-ras y sólo el 10% en el gen
N-ras. Estas mutaciones están localizadas en los codones 12, 13 y 61, y producen sustituciones
de aminoácidos que dan lugar a una inapropiadaactivación de la transmisión de la señal. Tanto
las proteínas mutadas que permanecen activas (ligan GTP pero no mantienen su actividad
GTPásica), como la sobreexpresiónde la proteína no mutada producen transformación maligna
por activación de rutas mitogénicas dependientes de ras (Fearon y Vogelstein, 1990;
Waldmann y Rabes, 1996). Sin embargo, algunos autores indican que el fenotipo maligno de
las células no se correlaciona con la presencia de mutaciones de K-ras o con altos niveles de
expresión de la proteína ya que, en ambos casos, se mantiene la función de dicha proteína
(Buard et al., 1996).
El significado de las mutaciones en el gen ras en cáncer colorrectal no se conoce
todavía ya que en más del 50% de los cánceres colorrectales esporádicos no se han detectado
mutaciones en K-ras. Sin embargo, la elevada frecuencia de mutaciones en K-ras detectadas
en adenomas permiten considerar a esta mutación como una de las modificaciones asociadas
a la transformación maligna de adenoma a carcinoma (De Benedetti et al., 1994). Ras se
sobreexpresa en carcinomas primarios, pero esta sobreexpresión es menor en estados más
avanzados y en metástasis, comparados con el tumor primario (Gallick et aL, 1985). Esto
sugiere que en la carcinogénesis colorrectal, después de un cierto estado de evolución del
tumor, no se requiere la activación de ras. Dado que se ha detectado una sobreexpresión de
ciertos factores vasculares, se ha propuesto que la activación de ras puede estar relacionada
con un cambio angiogénico en las lesiones tempranas precancerosas (Rak et al., 1995).
De la familia de genes myc (N-myc, L-myc y c-myc), el gen c-myc está localizado en
el cromosoma 8q24 y codifica a una fosfoproteina de 64 kDa. La expresión de c-myc varía
a lo largo del ciclo celular, incrementándose con la estimulación mitogénica, por lo que se
cree que la proteína que codifica es esencial para la proliferación celular. Se induce por
factores de crecimiento peptídicos y, cuando se sobreexpresa, puede transformar células en
cultivo e inducir tumores en animales (Guillem et al., 1995). La proteína regula la
transcripción y también se ha propuesto que puede participar en la replicación del DNA,
posiblemente por unión a sitios de iniciación de síntesis de DNA.
En el colon humano normal, la proteína se localiza en la zona proliferativa basal. Sin
embargo, en adenomas, ésta se localiza en tas criptas. En la mayoría de los cánceres
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colorrectales se ha observado una expresión elevada del mRNA de c-myc y de la oncoproteina
en las etapas iniciales de la carcinogénesis colorrectal. Además, la amplificación de c-myc,
pero no la sobreexpresión, se ha correlacionado con la progresión metastásica del cáncer
colorrectal (Rochlitz et al., 1996). Otros estudios sobre la expresión de c-myc en tumores
primarios sugieren que esta se produce preferentemente en lesiones del lado izquierdo del
colon que en el derecho. La sobreexpresión de N-myc y L-myc también se ha detectado en
muchos cánceres colorrectales. Sin embargo, en algunos carcinomas no se han observado estas
modificaciones, ni se ha encontrado relación con el estado del tumor o el grado de
diferenciación. Por tanto, los datos no demuestran una relación causa-efecto entre producción
incrementada del RNA de c-myc y el desarrollo de carcinomas de colon.
El producto del gen c-src es una tirosina quinasa asociada a la membrana que participa
en la transmisión de la señal mitogénica. Esta proteína se activa, de cinco a diez veces, en el
70% de los cánceres colorrectales (Talaminti el al., 1993). El mecanismo de activación no se
conoce; no se han observado cambios genéticos y pero parece que pueden estar implicadas
modificaciones postraduccionales. Otros miembros de la familia de tirosinas quinasas src se
expresan en altos niveles en algunas lineas celulares de cáncer colorrectal.
Pérdida de alelas y genes supresores de tumores
En cáncer colorrectal tiene lugar la pérdida de alelos que desenmascaran mutaciones
en genes supresores de tumores como apc, mcc, pS3 y dcc. Estos genes codifican a proteínas
que regulan negativamente la proliferación celular (Guillem et al., 1995; Jhanwan y Gerder,
1995). De esta manera, la enfermedad somática o esporádica tiene lugar a través de dos
alteraciones genéticas sucesivas (mutación y deleción) que bloquean la función del gen.
En el cromosoma Sq se han encontrado alteraciones en los genes apc y mcc. La
mutación del gen ape (responsable de FAP) aparece en aproximadamente el 30% de los
cánceres colorrectales esporádicos familiares. La alteración de estos genes incluye mutaciones
puntuales, deleciones o inserciones, dando lugar a proteínas truncadas. La mutación en uno
de los alelos es suficiente para causar hiperproliferación e inestabilidad cromosómica. Sin
embargo, esta mutación parece que no es suficiente para producir cáncer (Kinzler y
Vogelstein, 1996).
El gen mutado en cáncer colorrectal, o gen mcc, codifica a una proteína de 829
aminoácidos con homología de secuencia con la proteína G acoplada al receptor muscarínico,
en concreto con la región del receptor necesariapara la activación de la proteína O, por lo que
puede participar en el proceso de transmisión de la señal (Jhanwan y Gerder, 1995). Sin
embargo, el papel del gen mcc en cáncer colorrectal no se ha determinado.
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En las células cancerígenas se ha observado una alteración en la regulación de los
puntos de control del ciclo celular (momentos en los que se puede producir la reparación del
DNA) asociada con la inestabilidad genética y la progresión tumoral. Un importante punto de
control del ciclo celular en células de mamíferos está mediado por el gen supresor de
tumores pi? que actúa en la fase G] y G2/M del ciclo celular (Kastan et al., 1992; Cross et
al., 1995). Este gen, localizado en el cromosoma l7p, codifica a una fosfoproteina nuclear de
53 kDa que se une a secuencias específicas de DNA actuando como un factor transcripcional,
regulando posiblemente los niveles de expresión de genes implicados en la inhibición del
crecimiento celular (Kern et al., 1992). En algunas circunstancias el p513 es también capaz de
inducir la muerte celular programada o apoptosis.
Las mutaciones y la pérdida alélica del gen pS3 se han asociado con tumores en una
gran variedad de órganos humanos y tanto en cánceres espontáneos como hereditarios. La
expresión anormal de pS3 se asocia con un peor pronóstico clínico en pacientes con cáncer
colorrectal (Baretton ci’ al., 1996). El gen §3 mutado codifica a una proteína alterada, con
una vida media más larga por lo que se acumula en el núcleo y en el citoplasma de las células
transformadas. Una de las funciones asignadas a la proteína p53 es la de impedir la replicación
cromosómica en circunstancias específicas, cuando se ha producido un daño en el DNA,
evitando la transmisión de errores a la células hijas (Tishíer et al., 1993). Sin embargo, para
una célula tumoral la pérdida de la función de la proteína p53 puede constituir una ventaja,
ya que algunas alteraciones en el DNA favorecerán el crecimiento tumoral. En el 75-80% de
los carcinomas de colon se observa la pérdida de ambos alelos, uno a través de deleción y el
otro por mutación. Se ha propuesto que el producto del gen pS3 puede tanto promover como
suprimir los procesos de malignidad, es decir, las mutaciones heterocigóticas en elpS3 pueden
ser una ventaja para el control selectivo del crecimiento mediante un efecto dominante
negativo. Esto sugiere que mutaciones en un locus normal del pi? son recesivas al alelo del
p53 salvaje, contribuyendo sólo a la tumorigénesis cuando el alelo salvaje se inactiva.
Además de las alteraciones en los cromosomas 5 y 17, en tumores colorrectales es
frecuente la pérdida de genes en el cromosoma l8q. Un ejemplo lo constituye el gen dcc que
codifica a una proteína que es una molécula de adhesión célula-célula y célula-matriz. Una
disminución en la expresión del gen dcc daría lugar a una adhesión alterada contribuyendo a
incrementar el crecimiento tumoral y la metástasis en tumores colorrectales (Guillem et al.,
1995; Jhanwan y Gerder, 1995).
Se ha propuesto un modelo de carcinogénesis colorrectal en multietapas, ya que las
mutaciones del gen ras, la hipometilación de DNA, la mutación del genpS3 y las alteraciones
en el cromosomas 5q ocurren en un estadio temprano, mientras que deleciones de alelos de
los brazos del cromosoma í7p y 1 Sq ocurren normalmente en el último estadio de la
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tumorigénesis (Figura 8). Esta secuencia de eventos es similar en enfermedades esporádicas
y hereditarias. Este modelo genético de cáncer colorrectal sugiere que en la progresión de
células epiteliales de colon normal a carcinoma se acumulan gradualmente múltiples
anormalidades genéticas. La secuencia de hechos genéticos asociados con iniciación,
transformación y progresión de cáncer colorrectal se podría dividir en tres categorías
principales: a) una predisposición o cambio genético específico de tejido, b) alteraciones en
genes asociados con transformación, y c) alteraciones asociadas con progresión y metástasis.
Inestabilidad genética
Una de las características comunes de las células malignas es la presencia de múltiples
mutaciones y de un genoma inestable. La inestabilidad origina numerosas mutaciones que
contribuyen a la capacidad de las células tumorales para evitar los mecanismos de control del
crecimiento normal, además de la adquisición de un fenotipo agresivo. Basándose en la alta
frecuencia de las mutaciones observada en células tumorales humanas, Loeb (1994) ha
sugerido que el cáncer se origina por la expresión de un fenotipo mutador, que da lugar a la
inestabilidad genética, y que ha sido detectado en el 1 % de los carcinomas colorrectales. La
inestabilidad de microsatélites se ha encontrado en una gran variedad de tumores, incluyendo
el cáncer de colon familiar y ciertos cánceres esporádicos (Thibodeau et al., 1993; Shibata a
al., 1994; Fong et al., 1995; Perucho, 1996). Los microsatélites están constituidos por
secuencias de 1 a 6 nucleótidos que se repiten y que son altamente polimórficos (Weber y
May, 1989). La inestabilidad aparece como un cambio sustancial en la longitud de las
repeticiones (de naturaleza heterogénea) o un cambio menor (normalmente de dos pares de
bases) (Thibodeau el al., 1993). Las alteraciones en estas secuencias, dispersas por todo el
genoma, sugieren que durante el desarrollo del tumor tienen lugar numerosos errores de
replicación, que puede ser reflejo de una función defectuosa en genes de reparación del DNA,
y se manifiesta cuando ambas copias de un gen reparador son inactivas. Entre otros genes, se
ha implicado a mutaciones de los genes 1IMSH2, IIMLHJ, 1IPMSJ y IIPMS2 (Bronner et al.,
1994; Loeb, 1994; Nicolaides a al., 1994). Estos genes, además de reparar el DNA
defectuoso durante la replicación, pueden detener el ciclo celular en aquellas células en las que
el DNA se ha dañado (Boland, 1996). Estos estudios se han realizado principalmente en
tumores, existiendo unos pocos estudios en los que se analiza la inestabilidad de microsatélites
en líneas celulares tumorales establecidas (Shibata et al., 1994; Farber et al., 1994).
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OBJETIVOS
Las células BCS-TC2, procedentes de un adenocarcinoma primario de colon humano,
son de origen epitelial y poco diferenciadas (Tumay et al., 1990); mantienen unas
características estables a lo largo de su cultivo in vitro, que recuerdan las de las células del
tumor primario, por lo que constituyen un sistema modelo adecuado para el estudio de
carcinomas primarios poco diferenciados. Estas células crecen en monocapa o en multicapa,
mostrando heterogeneidad morfológica; expresan citoqueratinas y antigeno de membrana
epitelial y tienen una capacidad de síntesis de antígeno carcinoembrionario reducida (Turnay
et al., 1990). Su cariotipo se encuentra alterado, aunque el número de cromosomas es normal
(46XX, +der(15), +der(16)). Poseen un bajo poder tumorigénico, en ensayos in vitro de
formación de colonias y en estudios iii vivo por inyección subcutánea en ratones atímicos.
En los procesos de invasión y metástasis se producen interacciones entre las células
transformadas y la matriz extracelular. Se ha planteado la realización de estudios encaminados
a determinar la influencia de la matriz en el comportamiento de las células BCS-TC2, tanto
in vitro como in vivo. Por ello se fijaron los siguientes objetivos:
A) Análisis del efecto que la interacción de las células BCS-TC2 con componentes de la
matriz extracelular produce sobre el comportamiento celular. Identificación de los
receptores implicados en dicho proceso.
Estudio de la influencia de la matriz extracelular y de alguno de sus componentes
tndividuales (laminina, fibronectina y colágenos) en procesos como adhesión, extensión y
proliferación de las células BCS-TC2. Identificación de las secuencias de adhesión implicadas
en estas interacciones. Determinación de los receptores celulares, centrándose principalmente
en los receptores de tipo integrina; análisis de los posibles mecanismos de transmisión de la
señal al interior celular.
E) Mod¿licación del fenotipo tumorigénico/metastático de las células BCS-TC2 por su
interacción con la matriz extracelular.
Determinación de la capacidad tumorigénica y metastática de las células BCS-TC2, así
como de la influencia de la matriz o de sus componentes individuales en el fenotipo maligno.
En los casos en que se produzca inducción de tumores, se plantea la obtención y
establecimiento de nuevas sublíneas celulares, y el análisis de las propiedades específicas de
estas sublíneas en comparación con la línea celular parental (tumorigenicidad, grado de
diferenciación, inestabilidad genética). La disponibilidad de diferentes líneas seleccionadaspor
interacción de las células BCS-TC2 con componentes de la matriz extracelular puede resultar
de utilidad para identificar cambios en parámetros como expresión de receptores implicados
en dicha interacción o expresión de metaloproteinasas capaces de degradar la matriz.
MATERIALES
Y
MÉTODOS
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2.1. PROTEiNAS DE LA MATRIZ EXTRACELULAR
La fibronectina utilizada en estos estudios, de plasma humano, se ha obtenido de los
laboratorios ICN-Hubber S.A. La laminina, el matrigel y los colágenos tipo 1, IV y V se han
aislado según los procedimientos que se describen a continuación. El grado de pureza de las
diferentes preparaciones de proteínas se ha comprobado por análisis de aminoácidos y
electroforesis en geles de poliacrilamida en presencia de SDS (Turnay, 1989).
2.1.1. AISLAMIENTO Y PURIFICACIÓN DE COLÁGENO DE TIPO 1
El colágeno de tipo 1 se aísla de piel fetal bovina. La piel se lava con agua destilada,
se congela en aire líquido y se homogeneiza en una trituradora de carne. La extracción y
purificación del colágeno de tipo 1 se realiza de acuerdo al método de Timpí a al. (1975), por
precipitaciones salinas en medio neutro, como se resume en el Esquema 1.
Esquema 1. Aislamiento y purificación del colágeno de tipo 1
- Agitación del homogeneizado durante 2 días en tampón Tris 30 mM, pH 7,4, conteniendo NaCí 0,2 M,
EDTA 0,1 M, p-hidroximercuribenzoato 5 mM y PMSF 20 mM. La relación peso de tejido/volumen de
tampón es de 1/3.
- Centrifugación. El sobrenadante se filtra por gasa y se precipita con Nací sólido hasta una concentración
final de esta sal de 2,5 M. Se mantiene en agitación constante durante una noche.
- El precipitado, obtenido tras la centrifugación, se resuspende en tampón Tris 30 mM, pH 7,4, que contiene
NaCí 0,2 M, en una relación 1/5 (pAr), manteniéndose en agitación durante 2 horas. Después de una diálisis
frente a este mismo tampón, se precipita con Nací 5 M hasta alcanzar una concentración fmal de cloruro
sódico de 1,7 M. La adición del NaCí se realiza gota a gota durante 1 noche y con agitación constante.
- Centrifugación y separación del sedimento que condene colágeno de tipo III. Precipitación salina del
sobrenadante con Nací 5 M hasta una concentración fmal de 2,5 M.
- Centrifugación. El precipitado de colágeno de tipo 1 se resuspende en ácido acético 0,1 M, dializándose
en este medio. Esta disolución se liofiliza y el colágeno obtenido se conserva a -200C.
Todas las operaciones se realizan a 40C, y las centrifligaciones a 27.OOOg durante 1 hora (en centrífuga Sorvalí
RC-5B) salvo que se indique lo contrario.
La composición de aminoácidos es coincidente con la descrita por otros autores para
esta molécula (Timpí et al., 1975; Ktihn, 1983). La electroforesis en geles de poliacrilamida
en presencia de SDS revela la existencia de diferentes especies moleculares en la preparación:
cadenas a (a
3 y a2), componentes 3 y componentes y. El estado nativo de la preparación de
colágeno se comprueba por los espectros de dicroísmo circular en la región del ultravioleta
lejano, donde aparece el máximo a 222 nm característico de la estructura en triple hélice del
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colágeno nativo. La gelatina se obtiene por desnaturalización del colágeno de tipo 1 por
tratamiento térmico de una disolución de este colágeno, a una concentración de 2 mg/mL,
durante 30 minutos a 800C. La gelatina se liofiliza y se conserva a -200C.
2.1.2. AISLAMIENTO Y PURIFICACIÓN DE LOS COLÁGENOS DE TIPO IV Y V
Estos colágenos se aíslan de placenta humana la cual lava exhaustivamente con una di-
solución salina neutra y se trocea. Se trata repetidas veces con acetato sódico 0,4 M y, una
vez bien lavado el tejido, se procede a la extracción de los colágenos por precipitaciones
salinas fraccionadas y cromatografias, de acuerdo a una modificación del método de Glanville
et al. (1979) que se resume en el Esquema 2.
Esquema 2. Aislamiento y purificación de colágenos de tipo IV y V
- Agitación durante 2horas en ácido fórmico 0,5 M en una relación peso de tejido/volumen de 1/3. Digestión
con pepsina [relación 1:2000 (p/p); PC 3.4.23.1] durante 16-20 horas con agitación constante.
- Centrifugación a 7.000g durante 1 hora. Parte del sobrenadante así obtenido se dializa frente a ácido acético
0,1 M y se liofiliza, obteniéndose la fracción denominada ‘extracto de placenta
- Precipitación salina del resto del sobrenadante por adición de NaCí sólido hasta alcanzar una concentración
fmal del 6% en NaCí. Se mantiene en agitación constante durante 1 noche. Tras la centrifugación, el
sedimento se resuspende en tampón Tris 30 mM, pH 7,4, que contiene NaCí 0,2 M, en una relación 1/5
(p/v), dializándose frente a este mismo tampón. Esta fracción, que contiene los colágenos de tipo 1, III, IV
y y, se precipita por adición de NaCí 5 M hasta una concentración fmai de 1,8 M. Centrifugación.
- El sobrenadante (colágenos de tipo 1 y tipo V) se precipita entre 3 y 4M de Nací. El precipitado,
conteniendo colágeno de tipo V, se redisuelve en ácido acético, se dializa y se reprecipita al 7% de Nací.
Diálisis frente a ácido acético y liofilización; el colágeno de tipo V se mantiene a -200C.
- Redisolución del precipitado en tampón Tris 30 mM, pH 7,4, NaCí 0,2 M, diálisis frente a este mismo
tampón y reprecipitación a 1,8 M de NaCí. Redisolución del precipitado en tampón Tris 30 mM, pH 8,6,
que contiene urea 2 M y NaCí 0,2 M y diálisis frente a este mismo tampón.
- Cromatografia de intercambio iónico en DEAE-celulosa (2,5 x 10 cm), equilibrada en el tampón de diálisis
a 150C. El material no retenido en la columna se dializa frente a un tampón acetato 40 mM, pH 4,8, que
contiene urea 2 M. Cromatografia de intercambio jónico en CM-celulosa (2,5 x 10cm), equilibrada a 150C
en tampón de diálisis. La muestra se eluye de la columna con un gradiente lineal de NaCí (0-0,2 M) en
1 L de tampón. Se recogen las fracciones correspondientes al colágeno de tipo IV.
- Diálisis frente a ácido acético 0,1 M; el colágeno de tipo IV se conserva liofilizado a -200C.
Todas las centrifugaciones se realizan a 27.OOOg y las operaciones se llevan a cabo a 40C a no ser que se indique
expresamente otra temperatura. Después de cada una de las diálisis se realiza una centrifugación para eliminar
el material no soluble.
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2.1.3. AISLAMIENTO Y PURIFICACIÓNDE LAMININA Y DE LOS FRAGMENTOS
PROTEOLÍTICOS E1-4 y E8
Las preparaciones de laminina y matrigel se obtienen a partir del sarcoma EHS de
ratón. Las células tumorales para la propagación subcutánea fueron proporcionadas por la Dra.
Albini del Istituto per la Ricerca sul Cancro (Génova). El tumor, que crece subcutáneamente
en ratones CS7B 1, se extirpa cuando alcanza 2-4 cm de diámetro y se ¡aya con tampón fosfato
salino NaCí 140 mM, KCI 2,7 mM, KH2PO4 1,5 mM, Na2HPO4 8,1 mM, pH 7,4 (PBS). El
aislamiento de la laminina se realiza según el método de Timpí et al. (1979), y los fragmentos
de laminina se obtienen por digestión con elastasa, según el método de Oil cf al. (1982). En
el esquema 3 se recoge el procedimiento empleado.
Esquema 3. Obtención de la laminina y de los fragmentos E1-4 y E8
- Homogeneización del tejido en tampón Tris 50 mM, pH 7,4, que contiene NaCí 3,4 M, PMSF 50 pg/mL,
NEM 50 isg/mL y EDTA 2 mM. Centrifugación a l0.OOOg durante 30 minutos, descartándose el sobrena-
dante que contiene proteínas celulares y séricas.
- Extracción en tampón Tris 50 mM, pH 7,4, que contiene NaCí 0,5 M e inhibidores de proteasas, en una
relación 1/10 (p/v). Se mantiene con agitación constante durante 1 noche. Centrifugación a 23 .OOOg durante
30 minutos, descartándose el sedimento que contiene colágeno de tipo IV.
- Precipitación salina con NaCí 5 M hasta alcanzar una concentración final de cloruro sádico 1,7 M. Se
añade la disolución gota a gota con agitación continua durante 1 noche. Centrifugación a 27.OOOg durante
1 hora y diálisis del sobrenadante frente a un tampón Tris 50 mM, pH 8,6, urea 2 M y NaCí 0,25 M.
- Cromatografía de intercambio iónico en una columna de DEAE-celulosa (2,5 x 30 cm), equilibrada en el
tampón de diálisis. La laminina (excluida) se dializa frente a un tampón Tris 50 mM, pH 8,6, urea 2 M.
Recromatografía en DEAE-celulosa, equilibrada en el tampón de diálisis, eluyéndose la laminina con un
gradiente lineal de NaCí de O a 0,3 M (2 x 600 mL). Concentración por ultrafiltración en Diaflo
(membrana Amicon XM IOOA) y diálisis frente a tampón Tris 50 mM, pH 7,4, conteniendo CaCI, 1 M.
- Cromatografía de penetrabilidad en Biogel Al Sm (3,5 x 150 cm), equilibrada en el tampón de diálisis
anterior. La laminina eluye en el volumen de exclusión. Diálisis frente a tampón Tris 50 mM, pH 7,4,
NaCí 0,3 M. Las preparaciones se conservan a 4
0C en presencia de inhibidores de enzimas proteolíticas,
o bien congeladas a -200C.
- La laminina se dializa frente a tampón bicarbonato 50 mM, pH 7,9. Los fragmentos se obtienen por
digestión con elastasa (FC 3.4.21.36) a 370C durante 16 horas a una relación enzima/laminina de 1:100
(p:p), deteniéndose por adición de PMSF. Los productos de la digestión se separan por cromatografía en
Agarosa A l.5m (4 x 140 cm) en tampón Tris 50 mM, pH 7,4, conteniendo CaCI
2 IM.
- Diálisis frente al tampón bicarbonato y cromatografía a 4
0C en Sepharose-heparina (2,5 x 6 cm) preequili-
brada en el tampón de diálisis. El fragmento E 1-4 no se retiene y el fragmento ES se eiuye con el tampón
bicarbonato que contiene NaCí 0,5 M. Los fragmentos se dializan frente a tampón Tris 50 mM, PH 7,4,
NaCí 0,3 M y se conservan en las mismas condiciones que la laminina intacta.
Todas las operaciones se realizan a 40C.
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2.1.4. OBTENCIÓN DE MATRIGEL
Este basamento membranoso reconstituido se obtiene del tumor EHS, siguiendo el
método descrito por Kleinman et al. (1986) y Fridman et al. (1990). El aislamiento del
matrigel bajo en factores de crecimiento, del que se eliminan componentes de baja masa
molecular, se obtiene siguiendo el método descrito por Vukicevic et al. (1992b). En el
esquema 4 se recogen todas las etapas del procedimiento de preparación de los dos tipos de
matrigel. En la figura 9 se muestra una electroforesis de preparaciones de laminina y de estos
dos tipos de matrigel.
Esquema 4. Obtención de matrigel y matrigel bojo en factores de crecimiento
- Homogeneización del tejido en tampón Tris 50 mM, pH 7,4, que contiene NaCí 3,4 M, PMSF 50 pg/mL
y NEM 50ug/mL. Centrifugación a 1 0.OOOg durante 30 minutos, descartándose el sobrenadante que
contiene proteinas celulares y séricas.
- Extracción en tampón Tris 50 mM, pH 7,4, que contiene urea 2 M, manteniéndose en agitación constante
durante 1 noche. Centrifugación a 23. OOOg durante 20 minutos. Se repite la extracción con el sedimento,
en idénticas condiciones; el sobrenadante de la segunda centrifugación se añade al de la primera extracción.
- Diálisis frente a tampón A (Tris 50 mM, pH 7,4, NaCí 150 mM) estéril, que contiene cloroformo al 0,5%,
durante 2 horas. Diálisis frente a tampón A estéril durante 20 horas, seguida de diálisis frente a medio de
cultivo DMEM durante 8 horas. El Matrigel se recoge en condiciones estériles y se conserva a -200C.
- Para la preparación del matrigel bajo en factores de crecimiento, tras la homogeneización y extracción, se
realiza una precipitación salina adicionando sulfato amónico hasta alcanzar una concentración fmal del 20%
en esta sal. Se mantiene en agitación constante durante 1 noche.
- Centrifugación a 23 .000g durante 20 minutos, descartándose el sobrenadante. El sedimento se resuspende
en tampón Tris 50 mM, pH 7,4, que contiene NaCí 150 mM. Se repite la precipitación con sulfato amónico
en las condiciones antes indicadas; el sedimento se resuspende de nuevo en el tampón Tris 50 mM, pH 7,4,
150 mM NaCí. A continuación se procede, de igual forma a la descrita para la obtención del matrigel
completo, a realizar las diálisis frente a tampón A y medio DMEM, conservándose este matrigel en las
mismas condiciones.
Todas las operaciones se realizan a 40C A B C kDa
—200,0
—116,2
Figura 9.- Análisis electroforético de laminina, — 97,4
matrigel y matrigel bajo en factores de crecimiento.
Electroforesis en geles de poliacrilanaida al 5% en — 66,2
presencia de SOS de (A) laminina, (LS) matrigel y (C)
matrigel bajo en factores de crecimiento. En la parte de
la derecha de la figura se indica la posición de los
marcadores utilizados. ‘— 42,7
Materiales y métodos 48
2.2. TECNICAS GENERALES DE CULTIVO CELULAR
2.2.1. CULTIVO CELULAR Y SUBCULTIVOS
Todas las operaciones que se describen a continuación se realizan en condiciones
estériles, en cámara de flujo laminar (BV-30/70; Telstar), y empleando material y productos
estériles.
Las células se cultivan en medio Eagle modificado por Dulbecco (DMEM), que
contiene glucosa 4,5 gIL, suplementado con suero fetal bovino al 5% (y/y), penicilina 50
U/mL, estreptomicina 50 g/mL y L-glutamina 300 .¡g/mL (medio completo). Los cultivos
se mantienen a 370C en una atmósfera compuesta por un 95% de aire y un 5% CO2
(incubador Nuaire, modelo IR, autoflow). El medio de cultivo se cambia rutinariamente cada
dos o tres días. Las células se subcultivan cuando su densidad por superficie de cultivo es lo
suficientemente elevada o cuando las células han alcanzado la confluencia, ocupando casi toda
la superficie útil de cultivo.
Los subcultivos se realizan liberando las células de la superficie de crecimiento con una
disolución de tripsina (EC 3.4.21.4) al 0,05% (p/v) y EDTA al 0,02% (p/v) en tampón fosfato
salino (PBS), después de lavar la capa celular con este mismo tampón. El cultivo celular se
mantiene a 37
0C, controlándose el proceso de separación por observación en un microscopio
de óptica invertida (Nikon TMS). Una vez liberadas las células del soporte, se añade medio
de cultivo completo con el fin de inactivar a la tripsina. De esta manera, se evitan los posibles
daños celulares que una exposición excesiva a la enzima podría originar, degradando proteínas
de la membrana celular.
La suspensión celular obtenida se centrifuga a SOOg durante 10 minutos en una
centrífuga Christ Laborfuge 1 (Heraeus) y el sedimento se resuspende en el volumen apropiado
de medio de cultivo completo. Las células se siembran en nuevos frascos de cultivo para su
propagación, o bien se utilizan en los distintos tipos de ensayos. El recuento celular se efectúa
mediante el empleo de un hemocitómetro (cámara de Neubauer, Brand). La suspensióncelular
homogénea se deposita en ambas cámaras del hemocitómetro con una pipeta Pasteur. A
continuación se procede al contaje del número de células al microscopio, calculándose
mediante las conversiones pertinentes el número de células por mililitro de la suspensión
original.
Para determinar la viabilidad celular se emplea el test de exclusión del azul Tripán.
Una alícuota de la suspensión celular, obtenida por tripsinización, se centrifiaga a SOOg durante
5 minutos. El precipitado se resuspende en 1 mL de una disolución tamponada de azul Iripán
[10 ¡.tL de azul Tripán al 0,4% (p/v), en 10 mL de tampón fosfato salino, pH 7,4], y se
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mantiene a temperatura ambiente durante 5 minutos, procediéndose al recuento celular. Las
células teñidas de azul son células no viables. La viabilidad se expresa como el porcentaje de
células viables (no teñidas) con respecto al número total de células. Para comprobar la
viabilidad a largo píazo se realizan estudios de adhesión y extensión celular así como cinéticas
de proliferación celular. Estos ensayos se describirán posteriormente.
2.2.2. CONSERVACION DE LOS CULTIVOS CELULARES
Para la conservación del cultivo celular, las células se tripsinizan, se recogen por
centrifugación a 800g durante 10 minutos y se resuspenden en medio de cultivo que contiene
suero fetal bovino al 20% (y/y). La suspensión celular se transfiere a viales esteriles de
polipropileno, de 2 mL de capacidad, añadiéndose dimetilsulfóxido (DMSO) hasta una
concentración final del 10% (y/y). Las muestras se congelan disminuyendo la temperatura
paulatinamente a una velocidad de 10C/min. Este proceso se lleva a cabo hasta alcanzar -800C.
Posteriormente se transfieren a un contenedor con aire líquido (-1800C) donde las células se
almacenan durante períodos prolongados de tiempo.
El proceso de descongelación se realiza sumergiendo el vial en un baño de agua a
37”C. Una vez descongelado, se transfiere el contenido de los mismos a un tubo de centrífuga
con 10 mL de medio de cultivo para diluir la concentración de DMSO. Posteriormente, las
células se recogen por centrifugación y se resuspenden en medio de cultivo completo a la
densidad requerida para su siembra.
2.2.3. OBTENCIÓN DE CELULAS A PARTIR DE EXPLANTES
Una pequeña porción de tejido tumoral se coloca en una placa Petri, se lava
exhaustivamente con PBS estéril, y se trocea con un bisturí, obteniéndose fragmentos de
aproximadamente 2 mm3. Éstos se depositan en botellas de cultivo de 25 cm2 de superficie,
incubándose a 370C durante 10 minutos para permitir la adhesión de los fragmentos de tejido
a la superficie de cultivo. A continuación, se añade medio de cultivo DMEM con suero fetal
bovino al 10% y suplementado con penicilina (100 U/mL), estreptomicina (100 ¡.tg/mL) y
L-glutamina (300 ig/mL), procurando no despegar los explantes de tejido de la superficie de
la botella. Los cultivos de explantes se incuban a 370C en una atmósfera 95% aire: 5% CO
2.
La salida de células a partir de los explantes se sigue por observación en un microscopio de
óptica invertida.
En determinadas ocasiones se han realizado también digestiones enzimáticas del tejido
tumoral por tratamiento con colagenasa bacteriana de Clostridium histolyticwn (EC 3.4.24.3;
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colagenasa de tipo II, Sigma). La mezcla de digestión contiene: colagenasa a una
concentración de 250 U/mL y 270 U/mL de desoxirribonucleasa 1 (DNasa 1) de páncreas
bovino (EC 3.1.21.1; l3oehringer Mannheim), en medio de cultivo. Las muestras se mantienen
sin agitación durante 4 horas a 370C. Transcurrido este tiempo, la suspensión resultante se
centrifuga suavemente y el sedimento celular se resuspende en medio de cultivo completo y
se incuba en frascos de cultivo en las condiciones habituales.
En cada caso se observa la evolución del cultivo y se cambia el medio de cultivo en
el momento en el que se observan desechos celulares o tisulares, o cambios en el PH del
medio. Cuando se obtienen células, estas se mantienen y se subcultivan según los
procedimientos habituales.
2.3. ESTUDIOS DE CARACTERIZACIÓN CELULAR
2.3.1 ENSAYOS DE ADHESIÓN CELULAR Y DE INHIBICIÓN DE LA ADHESIÓN
Con el fin de estudiar la influencia de la matriz extracelular en el comportamiento
celular, se recubren las placas de cultivo con matrices extracelulares preformadas o con
componentes individuales de la misma, como colágenos de tipo 1, tipo IV o tipo V,
fibronectina, laminina o con diferentes péptidos sintéticos cuya secuencia contiene las
secuencias activas de reconocimiento celular. La preparación de los sustratos se realiza, en
cada caso, según se describe a continuacion.
Componentes de la matriz extracelular
Las proteínas de la matriz extracelular se disuelven a la concentración requerida para
cada ensayo (2-10¡sg/mL) en PBS que contiene kanamicina (50 ¡xg/mL) (PBS/kanamicina). Se
depositan 100 .tL de estas disoluciones en placas de 96 pocillos (0,32 cm2 de
superficie/pocillo), incubándose 18 horas a 40C. Después de lavar tres veces las placas con
PBS/kanamicina, los sitios de unión de proteína no saturados se recubren empleando una
disolución de albúmina de suero bovino (BSA) al 0.5% (p/v) en el mismo tampón, incu-
bándose 2 horas a 370C. Por último, las placas se vuelven a lavar con tampón y se utilizan
inmediatamente. Las disoluciones de colágeno de tipo 1 y de tipo IV se preparan a partir de
una disolución en ácido acético 0,1 M a una concentración de 2 mg/mL. Esta disolución debe
mantenerse a 40C para evitar la formación de geles. En todos los casos, como control se
emplean células sembradas en pocillos saturados sólo con albúmina.
Péptidos sintéticos
Cuando el sustrato con el cual se saturan las placas es un péptido se emplea otro
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método de recubrimiento. Se prepara una disolución del péptido a la concentración adecuada
en agua o en ácido acético al 20% (y/y) (Tashiro et al., 1989; Iwamoto et al., 1996). Se
utilizan placas de 24 pocillos de 2 cm2 de superficie, depositándose 300 1.±Len cada pocillo,
llevándose a sequedad en la cámara de flujo laminar vertical. Tras este proceso, los pocillos
se lavan tres veces con PBS/kanamicina y se procede de igual forma a la descrita en el caso
de utilizar componentes de la matriz.
Los péptidos correspondientes a secuencias funcionalmente activas de la laminina, los
que contienen la secuencia de reconocimiento celular -RGD- y el péptido control GRGESP,
fueron sintetizados por el Dr. Andreu en el Departamento de Química Orgánica de la
Universidad de Barcelona. Las secuencias de los péptidos utilizados, en su forma amida, son:
GRGDSP (Gly-Arg-Gly-Asp-Ser-Pro-NH-,), GRGESP (Gly-Arg-Gly-Glu-Ser-Pro-NH2) YKSR
(Tyr-lle-Gly-Ser-Arg-NH2) lineal y cíclico, CDPGYIGSR (Cys-Asp-Pro-Gly-Tyr-Ile-Gly-Ser-
Arg-NH2), IKVAV (Ile-Lys-Val-Ala-Val-NFI), IKVAVS (Ile-Lys-Val-Ala-Val-Ser-NH2) y
CIKVAVS (Cys-Ile-Lys-Val-Ala-Val-Ser-NH,). La pureza de los péptidos es, en todos los
casos, superior al 95%.
Matrices extracelulares preformadas
Con el fin de obtener las matrices extracelulares preformadas, se siembran fibroblastos
o células BCS-TC2 en placas de cultivo, manteniéndose el cultivo hasta 4-5 días después de
haber alcanzado la confluencia. Estos cultivos se lavan tres veces con PBS a temperatura
ambiente y a continuación se tratan tres veces, durante 10 minutos y a 0
0C, con un tampón
Tris 10 mM, pH 8,0, que contiene PMSF 1 mM y desoxicolato sódico al 0.5%. A este
tratamiento le siguen tres lavados, de 5 minutos a 00C, con un tampón Tris 2 mM, pH 8,0,
PMSF 1 mM. De este modo se consigue eliminar completamente todo el material celular
dejando la matriz extracelular biosintetizada intacta (Hedman et al., 1979). Estas matrices se
conservan a 40C en tampón PBS/kanamictna.
Ensayo de adhesión celular
Se emplean placas de 96 pocillos saturadas con la proteína objeto de estudio. Las
células se recogen por tripsinización de los cultivos correspondientes, se centrifugan y
resuspenden en medio de cultivo completo. Se mantienen en suspensión en este medio al
menos durante 30 minutos a 370C para permitir la reconstitución de la membrana plasmática
tras el proceso de tripsinización. Las células se centrifugan y resuspenden en medio libre de
suero a una densidad de 1-1,2 x 1 Q6 células/mL, y se depositan 100
1iL de la suspensión
celular en cada pocillo. Transcurrido el tiempo adecuado se determina el número de células
adheridas mediante el método colorimétrico descrito por Busk et al. (1992). Después de retirar
el medio de cultivo, la monocapa celular se lava tres veces con PBS, para eliminar las células
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no adheridas. Las células adheridas se fijan con una mezcla fría acetona:metanol (1:1; y/y)
durante 10 minutos a 40C y se lavan tres veces con agua destilada. A continuación, las células
se tiñen durante 30 minutos a temperatura ambiente con violeta cristal al 0,5% (p/v) en
metanol al 20% (y/y), añadiendo 80 pi/pocillo. Posteriormente, se lava con agua destilada
para retirar el colorante no fijado en las células. El colorante se solubiliza mediante la adición
de 100
1.tL de SDS al 0,5% (p/v) en agua destilada. Después de incubar 15-30 minutos a
temperatura ambiente, se mide la absorbancia a 570 nm en un lector de ELISA (Titertek
Uniskan II, Cultek). Los resultados se expresan en unidades de absorbancia con respecto al
blanco, considerando como tal la absorbancia de pocillos preparados en idénticas condiciones
pero en ausencia de células. En cada caso se resta el control de adhesión, absorbancia de
células adheridas inespecíficamente a pocillos recubiertos con BSA.
Ensayos de adhesión celular en presencia de cationes divalentes
Se emplean placas de 96 pocillos saturadas con el sustrato objeto de estudio. Las
células se recogen por tripsinización, se resuspenden en medio de cultivo completo y se dejan
recuperar en este medio durante 30 minutos a 37
0C. Transcurrido este tiempo las células se
centrifugan, se lavan dos veces con PBS que contiene EDTA 1 mM y se resuspenden en un
tampón carente de cationes divalentes [Tris 10 mM pH 7,5, NaCí 0,15 M, KCI 5 mM,
Glutamina 2 mM, Glucosa 1,8 mM, BSA 1% (p/v)jI, a una densidad celular de 1-1,2 x 106
células/mL. El ensayo se inicia por adición a cada pocillo de 100 .tL de la suspensión celular
en el tampón previamente indicado que contiene el correspondiente catión divalente a una
concentración final 2mM. Las placas se incuban a 370C durante 30 minutos, tras los cuales
se determina el número de células adheridas mediante el método colorimétrico descrito en el
apartado anterior.
Ensayos de inhibición de la adhesión celular
Estos ensayos se realizan de manera similar a los ensayos de adhesión celular. Sin
embargo. en este caso, antes de sembrar las células sobre los diferentes sustratos, éstas se
preincuban con diferentes anticuerpos, o con el correspondiente agente o péptido, a las
diluciones adecuadas en DMEM libre de suero, durante 45 minutos a 370C y con agitación
suave. Posteriormente las células se siembran a una densidad de 1,2 x105 células por pocillo
y se dejan adherir durante 30 minutos a 370C. Una vez transcurrido el tiempo de incubación
se determina el número de células unidas mediante el ensayo colorimétrico descrito
anteriormente. Los resultados se expresan en porcentaje, considerando como 100% de
adhesión la debida a las células unidas a cada uno de los sustratos en ausencia del agente.
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2.3.2. ENSAYOS DE PROLIFERACIÓN CELULAR
Curvas de proliferación celular
Para este ensayo se utilizan placas de 4 pocillos de 2 cm2 de superficie de crecimiento,
saturadas con 300 pi de disoluciones de los diferentes sustratos, en PBS/kanamicina a una
concentración de lO¡xg/mL. Las células se obtienen por tripsinización de cultivos casi
confluentes, en las condiciones ya mencionadas en apanados anteriores. Estas células se
recogen por centrifugación a SOOg durante 5 minutos y se resuspenden en el medio de cultivo
completo con suero fetal bovino al 10% (y/y), a una densidad de 3 x l0~ células/mL. A conti-
nuación, a cada pocillo de la placa se le añade lmL de la suspensión celular correspondiente
y se incuba a 370C bajo una atmósfera de aire:C0
2 (95 %:5 %). El medio de cultivo se cambia
rutinariamente cada 2 días. A diferentes intervalos de tiempo, normalmente cada 24 horas, se
procede a la determinación del número de células presentes en los pocillos mediante el método
colorimétrico del violeta cristal.
Las curvas de proliferación celular se obtienen representando la absorbancia obtenida
para cada pocillo frente al tiempo transcurrido desde la siembra. Estas curvas presentan tres
fases bien definidas: fase de latencia, fase de crecimiento logarítmico y fase estacionaria.
Suponiendo que en la fase de crecimiento logarítmico todas las células presentes en cultivo se
están dividiendo y lo hacen a la misma velocidad, su número se puede ajustar a la siguiente
expresión: N = x 2~ (N0, número de células iniciales; N, número de células a t horas; k,
constante de regresión; n = kt, número de generaciones). De esta expresión y de la pendiente
de la curva de proliferación en la fase de crecimiento logarítmico (logaritmo del número de
células frente al tiempo) se puede deducir el tiempo medio de generación (1 = 1/k) a partir
de la expresión: T = log 2/pendiente
Las densidades de saturación se determinan cuando el número de células se mantiene
constante durante 3-4 días. Sin embargo, cuando los cultivos no presentan inhibición por
contacto, este parámetro es más dificil de determinar. Por ello, para determinar la densidad
de saturación se siembran células a distinta densidad celular y se mantienen los cultivos de
fonna ininterrumpida durante 2-3 semanas (Kimball y Brattain, 1980).
Efecto de los componentes de la matriz extracelular sobre la capacidad ¡nitogénica de las
células
Las células se siembran en una placa de 96 pocillos a una densidad celular de 5x10
4
células por pocillo, en medio completo. Tras 24 horas de incubación a 370C, se retira el
medio, se lava la monocapa celular con medio libre de suero, y se añaden 200 gL/pocillo de
medio con suero al 0,5% y se deja incubar a 370C. A las 24 horas, se retira el medio y se
añade medio libre de suero que contiene [metil-3H]timidina (0,9 j.tCi/pocillo; 35 Ci/mmol, 1
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¡íCi/mL, Amersham) y la correspondiente proteína a estudiar, a una concentración de 20
o sin proteína en los pocillos control. Las células se incuban durante 18 horas a 370C.
Transcurrido este tiempo, se retira el medio de cultivo, se lavan las células tres veces con PBS
y se usan con 0,1 % de SDS (p/v) en NaOH 0,1 N. La radiactividad presente en cada uno de
los pocillos se determina en un contador de centelleo líquido (Beckman L53801).
2.3.3. CITOMETRIA DE FLUJO
Cultivos confluentes se tripsinizan y las células se dejan recuperar 30 minutos a 370C
en presencia de medio DMEM completo. Transcurrido este tiempo se lavan con PBS y se
prepara una suspensión celular a la densidad adecuada en PBS con azida sódica al 0,02% (p/v)
y BSA al 0,1 % (p/v) (tampón PBS/BSA). Alícuotas de 1x106 células se incuban con 100 j.tL
del primer anticuerpo, a la dilución correspondiente en PBS, durante 1 hora a temperaturaam-
biente. A continuación, las células se lavan tres veces con el tampón PBS/BSA, recogiéndose
por centrifugación a 800g en una centrífuga refrigerada a 40C (Medifriger, Selecta). Posterior-
mente se incuban con 100 j.tL del segundo anticuerpo conjugado con isotiocianato de fluo-
resceína (FITC) a una dilución 1:100 en PBS, durante 45 minutos a temperatura ambiente y
en oscuridad. Después de tres lavados con tampón PBS/BSA, las células se conservan en
100¡iL de PBS/BSA guardándose las muestras a 40C hasta su valoración. Antes de realizar
las medidas se añade yoduro de propidio hasta una concentración final de 25 .tg/mL, para
determinar el número de células viables. Como valores control se toma la fluorescencia
intrínseca de las células y la debida al segundo anticuerpo unido de manera inespecífica a las
células en ausencia del primer anticuerpo.
Las medidas se realizan en un citómetro de flujo FACScan (Becton-Dickinson) del
Centro de Citometría de Flujo y Confocal de la Universidad Complutense de Madrid, y los
datos son procesados en un ordenador HP3 10.
2.3.4. TECNICAS DE MICROSCOPIA ELECTRÓNICA
Los estudios de microscopia electrónica se han realizado utilizando diferentes aparatos
y microscopios del Centro de Microscopia Electrónica Luis Bru de la Universidad
Complutense de Madrid.
Microscopia electrónica de transmisión
Las células se siembran en botellas de cultivo y se incuban hasta que alcanzan la con-
fluencia, momento en el cual se retira el medio de cultivo y se lava la capa celular con tampón
fosfato salino. Las células se fijan iii sitie con una disolución de glutaraldehído al 1% (y/y) en
tampón fosfato 0,13 M, pH 7,4, durante 2 minutos a temperatura ambiente. Tras varios
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lavados con tampón fosfato salino, las células se recogen con una espátula de goma, en el
mismo tampón, y se centrifugan a 800g durante 5 minutos. A continuación, el sedimento
celular se fija en tetróxido de osmio al 1 % (p/v) en agua destilada durante 30 minutos. La
deshidratación de las preparaciones se lleva a cabo por tratamiento con disoluciones de acetona
de concentraciones crecientes (30% -100% y/y). Posteriormente, se realiza su inclusión en
Epon 812 mediante la resuspensión de las muestras en concentraciones crecientes de
acetona:Epon (2:1, 1:1, 1:2) y, en la-última etapa, Epon al 100%, realizándose todo este
proceso en la oscuridad. La última preparación se mantieneuna noche a temperatura ambiente.
El sedimento celular se transfiere a cápsulas, añadiendo Epon 812 al 100% hasta completar
el volumen. Los bloques se forman por polimerización de la resma a 700C durante 2-3 días.
Las muestras se tallan y, posteriormente, se cortan en un microtomo con cuchilla de vidrio
para obtener cortes semifinos de 1 ¡sm de espesor. Estas secciones se tiñen con azul de
toluidina y se observan al microscopio óptico para seleccionar las zonas donde se realizarán
los cortes ultrafinos mediante un ultramicrotomo Ultracut E (Reichert-Jung), de un grosor de
80 nm. Los cortes se colocan sobre rejillas (trama 200) tapizadas con Formvar disuelto en
cloroformo al 0,16% (y/y).
Las secciones ultrafinas se contrastan con una disolución al 3% (p/v) de acetato de
uranilo en etanol al 50% (y/y) durante 15 minutos. Tras lavar con agua destilada, las rejillas
se dejan secar al aire y se tiñen con citrato de plomo durante 7 minutos. Las muestras se
observan en un microscopio electrónico Zeiss 902.
Microscopia electrónica de barrido
Para visualizar las células por microscopia electrónica de barrido, los cultivos celulares
se dejan crecer hasta que las monocapas se encuentran casi confluentes. En este momento, se
retira el medio de cultivo y se lavan con PHS. A continuación, las células se fijan por trata-
miento con glutaraldehído al 2,5% (y/y) en el mismo tampón, durante 30-45 minutos a
temperatura ambiente. Tras lavar con PBS, las preparaciones se deshidratan por tratamientos
sucesivos con disoluciones de etanol cada vez más concentradas (20, 40, 60, 80 y 100%). Las
muestras se terminan de secar llevándolas al punto crítico (Balzers, modelo CPDO3O) y se
metalizan con oro (metalizadora Balzers, modelo SCDOO4). Las preparaciones se visualizan
en un microscopio electrónico de barrido JEOL, modelo JSM-6400.
2.3.5. VALORACIÓN DEL ANTÍGENO CARCINOEMBRIONARIO
La capacidad para sintetizar CEA se ha analizado valorando los niveles de esta proteína
tanto en el medio condicionado por las células como en la capa celular, como se describe en
Noguchi et al., (1979). Para ello, se siembran 4x104 células por cm2 de superficie de
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crecimiento en medio DMEM suplementado al 10% (y/y) con suero fetal bovino. Transcurn-
das 24 horas desde la siembra, se cambia el medio por otro que contiene un 2% (y/y) de suero
fetal bovino cambiándose el medio cada dos días. Los niveles de CEA se determinan 7 días
después de la siembra. El medio de cultivo condicionado por las células se centrifuga y se
liofiliza, guardándose a -200C hasta el momento de realizar el ensayo, para lo que se resus-
pende previamente en lmL de PBS. Un control, sólo con medio, se procesa paralelamente a
estas muestras. Por otro lado, las monocapas celulares se raspan y las células se lavan dos
veces con PBS, manteniéndose a -800C hasta su utilización. Las células así conservadas se
resuspenden en 0,5 mL de PBS y se lisan mediante dos ciclos de sonicación de 30 minutos a
40C en un baño de sonicación (Branson 1200) alternados con un proceso de congelación-
descongelación de las muestras en nitrógeno líquido. Paralelamente, después de su
tripsinización, se determina el número de células de cultivos mantenidos en las mismas
condiciones. Además, se realiza una valoración de proteínas por el método de Bradford,
centrifugando previamente las células y lisándolas en 1 mL de NaOH 0,3 N. Los niveles de
CEA se determinan por inmunodetección (ELISA), empleando reactivos comercializados por
Roche. Los datos se expresan en ng CEA/mg proteína total y en ng CEA/célula.
2.4. TÉCNICAS ANALÍTICAS GENERALES
2.4.1. ELECTROFORESIS EN GELES DE POLIACRILAMIDA EN PRESENCIA DE
SDS Y AUTORRADIOGRAFIA
Preparación del gel
Para la formación de los geles, normalmente de 0,75 ó 1 mm de grosor, se emplea un
sistema de electroforesis mini-Protean II (BioRad). Se parte de una disolución de acrilamida
al 30% (p/v) con una relación de ésta a bisacrilamida de 30:1. El gel separador se prepara a
la concentración de acrilan,ida requerida, en un tampón Tris 0,4 M, pH 8,8, conteniendo SDS
al 0,1 % (plv). La polimerización se iniciapor adición de persulfato amónico al 0,045% (p/v)
y TEMED al 0,075% (y/y), ambas concentraciones finales. El gel concentrante se forma em-
pleando una disolución de acrilamida al 4% (p/v) en un tampón Tris 120 mM, pH 6,8, con
SDS al 0,1 % (p/v). La polimerización se desencadena por la adición de persulfato amónico
al 0,03% (p/v) y TEMED al 0,2% (y/y), introduciéndose previamente un molde de metacrilato
que dará forma a los pocillos de aplicacion.
Preparación de las muestras
A las muestras se les añade el tampón de aplicación [Tris 65 mM, pH 6,8, conteniendo
SDS al 3% (p/v), glicerol al 10% (y/y) y azul de bromofenol al 0,02% (p/v)]. El azul de
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bromofenol se añade como indicador de la migración del frente de la electroforesis. Antes de
su aplicación, las muestras se desnaturalizan por calentamiento a 900C durante 5 minutos. Las
muestras reducidas se preparan del mismo modo pero con tampón de aplicación que contiene
~3-mercaptoetanolal 5% (y/y).
Electroforesis y detección de las bandas de proteína
Las muestras se aplican en los pocillos del gel y la electroforesis se desarrolla a
temperatura ambiente en un tampón Tris 25 mM, pH 8,3, glicocola 0,2 M, conteniendo SDS
al 0, 1 % (p/v), manteniendo una intensidad constante de 25 mA/gel (frente de tensión BioRad
1000/500). La electroforesis se detiene cuando la banda de azul de bromofenol llega al final
del gel. Posteriormente, los geles se tiñen con una disolución de azul de Coomassie R-250 al
0,25% (p/v) en metanol:ácido acético:agua (5:1:5; y/y/y) durante 15 minutos a temperatura
ambiente. El desteñido del gel se realiza por lavados con ácido acético al 7,5% (y/y) y
metanol al 20% (y/y).
Autorradiografla
Para visualizar las bandas de proteína marcadas radiactivamente con tritio, tras la
electroforesis, las proteínas se fijan incubando el gel con isopropanol:ácido acético:agua
(25:10:65; y/y/y) durante 30 minutos a temperatura ambiente. A continuación se incuba, con
el reactivo Ampl¡fr (Aniersham), 30 minutos a temperatura ambiente. Los geles se secan sobre
papel WhaÉman en un secador de geles LKB (Pharmacia). Por último se procede a la detección
por autorradiografia, colocándose sobre el gel una película fotográfica Hyperfilm (Amersham)
en cámara oscura y manteniéndose a -800C durante un período de tiempo dependiente de la
radiactividad de la muestra. La película fotográfica se revela posteriormente en una
procesadora de sobremesa Agfa Curix 60.
2.4.2. TRANSFERENCIA DE PROTEÍNAS A MEMBRANAS DE NITROCELULOSA
E INMUNODETECCIÓN
Preparación de las muestras
La monocapa celular se lava una vez con PBS y se raspa recogiéndose las células en
este mismo tampón. Las células se centrifugan 10 minutos a 800g y se resuspenden en 50 ¡.it
del tampón de extracción (Tris 10 mM pH 7,4, EDTA 2 mM, NaCí 140 mM, Triton X-l00
al 2% (y/y), PMSF lniM y NEM 1 mM). Esta suspensión celular se homogeneiza mediante
7-8 pases a través de una aguja de 0,5x16 mm y se centrifuga 15 minutos a 13.OOOg,
recogiéndose el sobrenadante. Después de determinar la concentración de proteína, se toma
el volumen deseado al que se adicionan 0,3 volúmenes del tampón de aplicación de
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electroforesis concentrado 3 veces.
Electroforesis y transferencia
Tras el desarrollo de la electroforesis en las condiciones anteriormente descritas, los
geles, así como las membranas de nitrocelulosa (Hybond C; Amersham) y las láminas de papel
Whatman 3M, se equilibran durante 15 minutos en tampón de transferencia [Tris 48 mM, pH
9,5, glicocola 39 mM, SDS 0,0375% (p/v) y metanol al 20% (y/y)].
El gel se pone en contacto con la membrana de nitrocelulosa y el conjunto se sitúa
entre dos capas de papel Whatman 3M. Se aplica una intensidad de corriente de 60-70 mA/gel
durante 1-2 horas, empleando un sistema de transferencia LKB 2117. El proceso de
transferencia se puede evaluar mediante la comprobación visual de la transferencia de proteínas
patrones preteñidas con azul de Coomassie.
Inmunodetección por anticuerpos
Finalizada la transferencia, la membrana se incuba a temperatura ambiente durante 2
horas con tampón Tris 20 mM, pH 7,5, NaCí 150 mM (tampón TBS) que contiene leche en
polvo deslipidizada al 5% (p/v). A continuación se incuba durante 18 horas a 40C, con el
anticuerpo correspondiente diluido en tampón TBS que contiene Tween-20 al 0,05% (y/y)
(TBS/Tween-20). Posteriormente la membrana se lava exhaustivamente con TBS/Tween-20.
La incubación con el segundo anticuerpo, anti-IgG de conejo o de ratón, ambos obtenidos en
cabra y marcados con peroxidasa se lleva a cabo, a la dilución adecuada, durante una hora a
temperatura ambiente en TBS/Tween-20. Tras el lavado, en condiciones idénticas a las
realizadas después de la incubación con el primer anticuerpo, el revelado se realiza utilizando
el kit comercial de ECL (Amersham) basado en la emisión de luz por la oxidación de luminol
(una diacilhidrazida cíclica) en presencia de H
202 catalizada por la peroxidasa conjugada al
segundo anticuerpo. La exposición de una película fotográfica (Hyperfilm-ECL; Amersham)
a la membrana permite la detección de las bandas reconocidas por el anticuerpo, tras el
revelado de la película manualmente o en una procesadora de sobremesa Agfa Curix 60.
2.4.3. DETERMINACIÓN DE LA CONCENTRACIÓN DE PROTEÍNA
La valoración de proteínas se realiza de acuerdo al método de Bradford (1976). El
reactivo contiene azul de Coomassie G-250 al 0,01% (p/v) en etanol al 4,75% (y/y) y ácido
fosfórico al 8,5% (y/y). Este método permite valorar cantidades de proteína comprendidas
entre 1 y 10 .¿g (100 L de muestra más 1 mL de reactivo), determinándose la absorción a
595 nm en un espectrofotómetro Beckman DU-7. La medida de absorción se puede realizar
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2 minutos después de realizada la mezcla y es estable hasta 1 hora después. Las rectas de
calibrado se realizan tomando albúmina de suero bovino (Fracción V, Sigma) como patrón.
Los espectros de absorción 11V se realizan en la región Uy-visible (longitudes de onda
comprendidas entre 340 y 240 nm) en cubetas de cuarzo de 1 cm de paso óptico con una
velocidad de barrido de l2Onm/min en un espectrofotómetro Beckman DU-7. La concentración
de BSA se determina a partir de la absorbancia a 280 nm de los espectros y considerando un
E2~ de 0,66 mL.mg’ .cm~’.
2.4.4. ANALISIS DE RNAs POR TRANSFERENCIA A MEMBRANAS
(NORTHERN-BLOT)
Aislamiento de RNA
El RNA se extrae en tiocianato de guanidinio-fenol-cloroformo en medio ácido de
acuerdo a una modificación del método AGPC descrito por Chomczynski y Sacchi (1987). Las
monocapas de cultivos casi confluentes se lavan con PBS estéril y las células se recogen por
raspado y centrifugación. Después de un lavado con PBS se hacen alícuotas de 5x10
6 células
e inmediatamente se añaden 500 pi de la disolución de extracción [tiocianato de guanidinio
4 M, citrato sódico 25 mM, PH 7,0, sarcosinato 0,5% (jp/v), j3-mercaptoetanol 0,1 M]. La
preparación se homogeneiza por pases sucesivos a través de una aguja de 0,5 x 16 mm, y se
añaden sucesivamente, y con agitación, 50 gL de acetato sódico 2 M, pH 4,0, 500 gL de
fenol saturado en agua y, finalmente, 100 .tL de cloroformo:alcohol isoamílico (49:1; y/y).
La suspensión final se agita durante 10 segundos dejándose reposar en hielo durante 15
minutos. La fase acuosa, que contiene el RNA, se separa de la fase orgánica por
centrifugación a 13.OOOg durante 20 minutos a 40C.
Sobre la fase acuosa se añaden 500 iL de isopropanol, manteniéndose 1 hora a -200C.
El precipitado de RNA, obtenido por centrifugación a 13.OOOg durante 20 minutos a 40C, se
redisuelve en 300 pi de tampón de extracción y se reprecipita. Se resuspende en etanol al
75% (y/y) frío (y libre de RNasas), se mantiene 10 minutos a 40C, se centrífuga y se seca a
vacio. Este se redisuelve, manteniéndose a 65 0C durante 10 minutos, en 50 j.tL de SDS al
0,5% (p/v) tratado con DEPC al 0,1 %; el material no soluble se elimina por centrifugacion.
La concentraciónde RNA se determina registrando el espectro de absorción ultravioleta de una
dilución 1:500 de la preparación en agua destilada. Una unidad de absorción a 260 nm
corresponde a 40 .tg/mL de RNA y, la relación A
260/A280 debe ser de alrededor de 2,0. La
ausencia de degradación en la preparación de RNA se analiza por electroforesis, como se
describe posteriormente, pero con geles de menor tamaño. La relación entre las bandas
correspondientes al RNA 28S y lSS debe ser aproximadamente 2.
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Electroforesis y transferencia
La electroforesis se realiza en geles de agarosa al 1% en presencia de formaldehído.
Para un gel de dimensiones 1 Sxl 5 cm, se calienta una suspensión 1,5 g de agarosa (Ultra
Pure; Gibco BRL) en 111 mL de agua ultrapura y 15 mL de tampón de electroforesis MOPS
0,2 M, acetato sódico 50 mM, pH 7,0, EDTA 10 mM, autoclavado hasta que se funde la
agarosa y queda una disolución homogénea. Esta se deja enfriar hasta 60”C y se le añaden 24
mL de formaldehído al 37% (y/y). La mezcla se deposita en una cubeta con un molde de
metacrilato para dar forma a los pocillos de aplicación al solidificar. En cadapocillo se aplican
10-15 .tg de RNA total en tampón de aplicación [MOPS 20 mM, acetato sódico 5 mM, pH
7,0, FOTA 1 mM, formamida al 50% (y/y), formaldehido al 6% (y/y), glicerol al 0,05%
(y/y), azul de bromofenol al 0,02% (p/v) y bromuro de etidio 0,1 mg/mL]. En todos los geles
se incluye un patrón con fragmentos de RNA de tamaño conocido. Las muestras se incuban
10 minutos a 650C y, tras enfriarlas en hielo, se centrifugan y se aplican en los pocillos del
gel de agarosa. El tampón de electroforesis empleado es: MOPS 20 mM, acetato sódico 5
mM, pH 7,0, EDTA 1 mM. La electroforesis se desarrolla a 80-100 V hasta que el azul de
bromofenol alcanza la distancia deseada. Después de la electroforesis, el gel se lava con agua
destilada para eliminar el formaldehído y se observa en un transiluminador equipado con una
lámpara Uy que emite a 312 nm (Fluo-Link, TFL-20.M).
Para la transferencia, el gel se sumerge durante 10 minutos en NaOH 50 mM y se
coloca sobre una membrana de nylon (Hybond N; Amersham) previamente empapada en
tampón de transferencia (SSC 10 veces concentrado; tampón SSC: citrato sódico 15 mM, pH
7,0, NaCí 150 mM) que se encuentra sobre una lámina de papel Whatman 3M. En la parte
superior del aparato de transferencia a vacio (Bio-Rad, modelo 785) se coloca tampón de
transferencia que cubra completamente el gel, y el sistema se somete a vacio (13 mm Hg)
durante 90 minutos. La membrana se sumerge después de la transferencia en tampón 2xSSC
durante 5 minutos y se deja secar entre papeles de filtro. El RNA transferido a la membrana
de nylon se fija a ésta por entrecruzamiento bajo luz ultravioleta (0,3 J/cm2). Las membranas
se conservan en una bolsa hermética a -200C hasta su hibridación.
Hibridación y marcaje radiactivo de las sondas
Las membranas se prehibridan durante 6 horas a 420C en un incubador rotatorio
(Amersham) en 5 mL de una disolución de prehibridación que contiene: formamida al 50%
(y/y), SDS al 0,5% (p/v), SxSSC, disolución de Denhardt IFicolí 0,02%, albúmina de suero
bovino 0,02% (p/v) y polivinilpirrolidona 0,02%] 5 veces concentrada, y 0,1 mg/mt de DNA
de esperma de salmón fragmentado y desnaturalizado.
Los fragmentos de DNA empleados como sonda se purifican tras digestión de los
plásmidos correspondientes con las enzimas de restricción requeridas en cada caso. Los
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fragmentos se purifican en geles de agarosa cortando las bandas correspondientes a los
fragmentos y purificando el DNA mediante el kit comercial “Gene Clean” (Bio 101 Inc.). Una
vez purificado el DNA sonda, éste se marca mediante random priming siguiendo el protocolo
del kit comercial de marcaje de DNA “Ready-to-go” de Pharnaacia. El DNA marcado con
5OgCi de [a-32PJdCTP (3.000 Ci/mmol; 10 1.tCi/¡.tL), aproximadamente 25 ng con una
actividad específica mayor de íO~ dpm/pg, se purifica en una columna de Sephadex G-50. El
DNA así obtenido se desnaturaliza y se añade directamente a la mezcla de prehibridación. La
hibridación se realiza a 42
0C durante 16-18 horas. Tras ello, las membranas se lavan dos
veces con 2xSSC durante 5 minutos a temperatura ambiente, posteriormente dos veces con
SDS al 0,1% (p/v) en 2xSSC durante 30 minutos a 550C y, por último, se someten a un
lavado de 5 minutos a temperatura ambiente en SDS al 0,1% (p/v) en 0, lxSSC (sólo cuando
las sondas y el mRNA tienen un grado de homología muy elevado). Las membranas se
analizan mediante autorradiografia empleando una película fotográfica. En todos los casos se
empleó una sonda para el ¡nRNA de la ~-actina para normalizar los resultados.
Las sondas empleadas frente a las metaloproteinasas MMP-2, MMP-7 y MMP-9, así
como la de ¡3-actina son del laboratorio de la Dra. A. Fabra (Instituto de Investigación
Oncológica, Hospital Duran i Reynals, Hospitalet de Llobregat), donde se han realizado estos
análisis. La sonda empleada frente a la proteína de unión a laminina de 67 kDa, cedida por
el Dr. J.E. Riese (Pharmacia UpJohn, Madrid), es un oligonucicótido complementario a los
nucleótidos +230 a +259, según la secuencia del cDNA descrito por Rao et al. (1989).
2.4.5. ANÁLISIS DE AMINOÁCIDOS
Las muestras, previamente secadas a vacío, se hidrolizan en 100 pi de HCl azeótropo
tridestilado 5,7 N que contiene fenol al 0,1% (p/v) y norleucina (l7pmol/¡.tL) como estándar
interno. Las hidrólisis se realizan en tubos Pyrex, cerrados a vacío, a 11 00C durante al menos
18 horas. Posteriormente se abren los tubos y las muestras se llevan a sequedad, se lavan dos
veces con 100
1tL de agua destilada y se secan. Los hidrolizados se disuelven en 50 pL del
tampón de aplicación y se trasvasan a tubos de teflón. Después de centrifugación en una
microfuga Beckman, se aplican entre 5 y 30 pi de las mismas en un analizador automático
Beckman 6300 conectado a un módulo de interfase analógica System GoId. El sistema dispone
de un integrador automático que permite calcular la concentración de cada aminoácido en el
hidrolizado. Conocida la composición de aminoácidos de la proteína, y teniendo en cuenta el
estándar interno de norleucina, se estima la concentración de proteína de la disolución inicial.
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2.5. DETERMINACIÓN DE ACTIVIDADES ENZIMATICAS
2.5.1. VALORACIÓN DE LA ACTIVIDAD DE METALOPROTEINASAS
La presencia de actividades degradativas de componentes de la matriz extracelular se
analiza tanto en los medios condicionados por los cultivos celulares, como en los tumores y
medios condicionados por éstos.
Obtención de medios condicionados
Las células se siembran en frascos de 75 cm2 de superficie en medio completo. Cuando
los cultivos alcanzan un estado semiconfluente, se retira el medio y, para eliminar los restos
de suero, se lava la monocapa celular con medio de cultivo libre de suero pero conteniendo
glutamina y antibióticos a las concentraciones habituales. En estas condiciones se incuban las
células durante 1 hora a 370C. Transcurrido este tiempo se elimina el medio y se añaden 8-10
mL del mismo medio fresco y se incuba a 370C durante 24 horas. Finalmente, el medio condi-
cionado se recoge y centrifuga a 800g durante 10 minutos para eliminar células que pudieran
encontrarse en suspensión. El sobrenadante se conserva a -800C hasta su utilización. Tras la
eliminación del medio, las células se utilizan para la obtención de extractos celulares.
En el caso de los tumores, 0,2 g de tumor se incuban durante 4 horas a 370C con 6
mL de medio libre de suero que contiene glutamina y, para evitar contaminaciones,
antibióticos al doble de la concentración habitual. Tras este período, se retira este medio y se
añade medio nuevo en las mismas condiciones que el anterior y se incuba a 370C durante 24
horas. El medio condicionado se separa por filtración con gasa y se conserva a -800C.
Los medios condicionados se concentran por filtración utilizando filtros Centriplus-lO
o Centriplus-30 (Amicon), con un poro promedio que excluye proteínas de masa molecular
mayor de 10 ó 30 kDa, respectivamente. La concentración de proteína de estos medios
condicionados se determina por el método de Bradford. Estos medios condicionados se utilizan
para detectar la actividad de MMPs mediante zimogramas, o para analizar la presencia de
estas enzimas mediante inmunotransferencia.
Preparación de extractos celulares
Para evaluar la actividad de MMP asociada a la membrana, se procede a la obtención
de extractos celulares a partir de los cultivos utilizados para la obtención de los medios
condicionados. La monocapa celular se lava con Tris 50 mM, pH 7,4, NaCí 150 mM, CaCI
2
1 mM, a temperatura ambiente. A continuación, se añade Triton X-1 14 al 1,5% (y/y) en Tris
50 mM, pH 7,4, NaCí 150 mM (1 mL por cada 30 cm2 de superficie de cultivo) y se recogenlas células raspando la monocapa con una espátula de teflón. El extracto obtenido se centrifliga
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a l0.OOOg a 40C durante 2 minutos. El sobrenadante se transfiere a un tubo eppendorf y se
incuba a 370C durante 2-5 minutos para permitir la separación de fases. Tras ello, se
centrifuga a 3.OOOg y se recoge la fracción del detergente. En el caso de que aparezca
precipitado se repite de nuevo la centrifugación. A la fracción del detergente recogida se le
añade 1 mL de Tris 50 mM, pH 7,4, NaCí l5OmM, CaCí., lmM y se congela a -800C hasta
su utilización.
Gelatinograma
Los gelatinogramas se realizan según el método descrito por Heusseny Dowdle (1980).
Unavez conocida la concentración de proteína de cada muestra, se toma el volumen necesario
de la misma y se añaden 0,5 volúmenes de tampón de aplicación de muestras de electroforesis
3 veces concentrado. En cada pocillo de la electroforesis se aplican entre 5 y 40 gg de
proteína procedente de los medios condicionados concentrados. A diferencia de lo descrito con
anterioridad para la electroforesis en geles de poliacrilamida en presencia de SDS, para llevar
a cabo el gelatinograma las muestras no se desnaturalizan térmicamente y la electroforesis se
lleva a cabo siempre en condiciones no reductoras para permitir la posterior renaturalización
de las actividades gelatinolíticas. Se emplean geles de poliacrilamida al 10%, en presencia de
SDS al 0,1 % (p/v), que contienen gelatina al 0,1 % (p/v). Tras el desarrollo de la
electroforesis a 40C, los geles se lavan dos veces, durante 30 minutos, con tampón Tris 50
mM, pH 7,4, que contiene Triton X-l 00 a] 2,5% (y/y), para eliminar el SDS presente en el
gel. Posteriormente se realizan dos lavados sucesivos de 10 minutos con tampón Tris 50 mM,
pH 7,4. A continuación el gel se incuba durante 72 horas con tampón Tris 50mM, pH 7,5,
NaCí 0,1SM, CaCI
2 lOmM, Triton X-l00 0,1% (y/y), NaN3 0,02% (p/v), en el cual la
actividad de gelatinasa es máxima.
Los geles se tiñen con una disolución de azul de Coomassie R-250 al 0.25% &/v) en
metanol:ácido acético:agua (5:1:5; y/y/y) durante 3horas a temperatura ambiente. El desteñido
del gel se realiza por repetidos lavados en ácido acético al 7,5% (y/y). La actividad
gelatinolitica se detecta por la tinción negativa debido a la degradación de la gelatina presente
en aquellas zonas del gel donde se localizan las metaloproteinasas.
2.5.2. VALORACION DE LA ACTIVIDAD DE FOSFATASA ALCALINA
La valoración de fosfatasa alcalina se determina mediante el protocolo propuesto por
Schroy et al. (1994). Las células tripsinizadas se siembran en placas de cultivo de 20 cm2 en
DMEM con suero al 5%, a una concentración de 3,5 x io~ células por placa. Las células se
incuban a 370C cambiando el medio de manera rutinaria todos los días. A distintos tiempos,
el medio de cultivo se retira, se lava la monocapa con PBS y se recogen las células en 200 pL
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de tampón Tris 2 mM, pH 7,2, que contiene manitol 50 mM. La muestra se homogeneiza
pasando la suspensión celular a través de una aguja de 0,5 x 16 mm y se conserva a 40C hasta
suvaloración. La actividad de fosfatasa alcalina se determinacon reactivos comerciales (Sigma
Diagnostics, ALP 10), utilizando p-nitrofenolfosfato como sustrato. Una concentración fija de
sustrato (1 mL de la solución comercial) se preincuba a 370C durante 5 minutos en un espec-
trofotómetro termostatizado (Uvikon 930, Kontron) antes de añadir 20
1iL de la muestra y
medirse la absorbancia a 405 nm. El incremento en la absorbancia a 405 nm debido a la
formación de p-nitrofenol es directamente proporcional a la actividad de fosfatasa alcalina,
tomándose la pendiente entre 1 y 5 minutos de incubación. Como control se considera la
absorción de 1 mL de la solución comercial en presencia de 20 ¡.iL de agua destilada en vez
de la muestra. La actividad de la fosfatasa alcalina se expresa en miliunidades por miligramo
de proteína total (mU/mg). La unidad de actividad se define como la cantidad de enzima
necesaria para producir 1 gmol de p-nitrofenol por minuto a 37
0C.
2.53. ENSAYO DE ACTIVIDAD DE S’-NUCLEOTIDASA
Se utiliza el método radiactivo descrito por Gentry y Olsson (1975). Las medidas se
realizan en tampón Tris 50 mM, pH 7,4, conteniendo MgCI
2 10 mM y NaCí 120 mM (tampón
de ensayo). Al PH al que se realiza el ensayo, las fosfatasas inespecíficas, ácidas y alcalinas,
no son activas (Sun et al., 1982). El ensayo estándar contiene AMP 0,1 mM y 0,05 1iCi de
sustrato marcado, 12-
3Hjladenosina-5’-monofosfato(1¡.iCi/¡.iL; 15 Ci/mmol; Amersham), en un
volumen final de 500 ¡.±Lde tampón de ensayo. La mezcla se incuba a 370C durante 15 minu-
tos bajo agitación constante, deteniéndose posteriormente la reacción por adición de 100 pi
de una disolución de ZnSO
4 0,3 M seguido de 100 pi de una disolución de Ba(OH)2 0,3 M.
A continuación se centrifliga a 13.OOOg durante 15 minutos en una niicroflzga (Hettich
Mikroliter), niidiéndose la radiactividad de una alícuota dc 400 pi del sobrenadante en un
contador de centelleo líquido (Beckman LS380 1). Todos los ensayos se realizan rutinariamente
por duplicado o triplicado, corrigiénclose los valores de actividad con blancos de hidrólisis no
enzimática. Estos controles se obtienen en idénticas condiciones a las indicadas anteriormente
pero en ausencia de la muestra valorada. La actividad de 5’-nucleotidasa se expresa en
unidades (cantidad de enzima que hidroliza 1 pmo) de sustrato por minuto) o bien en
nanomoles de AMP hidrolizados durante 15 minutos a 37
0C, calculándose siempre en el tramo
donde la hidrólisis de AMP se incrementa de forma lineal con e) número de células utilizadas
en el ensayo (Olmo et al., 1992).
Actividad de 5 ‘-nucleotidasa en células en suspensión
Las células se recogen por tripsinización y la suspensión así obtenida se centrifuga a
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800 g durante 5 minutos. El sedimento se resuspende en medio de cultivo completo
manteniéndose las células en suspensión durante 30 minutos a 370C para su recuperación. Tras
esta incubación, se lavan dos veces con el tampón de ensayo y se resuspenden en el volumen
adecuado del mismo tampón, realizándose las diluciones pertinentes y procediéndose al ensayo
de actividad en las condiciones anteriormente mencionadas. Durante la incubación las células
se agitan suavemente en un agitador de balanceo.
2.6. ESTUDIOS GENÉTICOS
Estos estudios se han llevado a cabo en colaboración con el grupo del Dr. Benítez del
Departamento de Genética Humana de la Fundación Jiménez Díaz.
2.6.1. DETERMINACIÓN DEL CARIOTIPO
Las células se siembran en frascos de cultivo de 25 cm2 de superficie en medio de
cultivo completo y se dejan crecer durante 4-5 días para que se encuentren en la fase de
crecimiento exponencial. En este momento, se les cambia el medio de cultivo por otro que
contiene Colchicina a 0,06 ~.tg/mL(Gibco) y se incuba durante 2-4 horas a 370C. Las células
se recogen por tripsinización, se centrifugan y resuspenden en un medio hipotónico de KCI
al 0,56%, manteniéndose en estas condiciones 30 minutos a 300C. Las células se vuelven a
sedimentar por centrifUgación y se fijan en metanol:ácido acético glacial (3:1, y/y). Las
muestras se extienden sobre portaobjetos lavados con metanol y se dejan secar al aire. Algunos
portaobjetos se tiñen con una disolución de Giemsa al 2,5% (Gibco) para proceder al contaje
de los cromosomas; el resto se emplea para la determinación del cariotipo, por bandeo QFQ
y GTG (Casperson et al., 1970; Seabright, 1971). Se analizan varias metafases por cada línea
celular y en diferentes pasajes de tripsinización.
2.6.2. AISLAMIENTO DE DNA
Las células se siembran en frascos de cultivo de 150 cm2 y se dejan crecer en las
condiciones habituales hasta alcanzar una densidad celular próxima a la confluencia. Las
células se tripsinizan, se recogen en medio completo y se lavan con PBS. El sedimento celular
se puede congelar a -800C o se puede proceder al aislamiento del DNA de forma inmediata.
Para aislar el DNA, el sedimento celular se lava con suero fisiológico y se centrífuga 2
minutos a 13.000 g, eliminando el sobrenadante, repitiéndose este proceso tres veces. A
continuación se añade sobre la muestra Nonidet P-40 0,1 % (y/y), se agita y se centrífuga 2
minutos a 13.000 g. El sedimento se incuba en 500 pi de tampón de digestión de proteínas
[EDTA 25mM, pH 8,0, NaCí lOOmM, SDS 0,5% (p/v) y 200 gg/mL de proteinasa K] a
420C durante toda la noche o a 55-60W durante 3 horas. Las proteínas y lípidos presentes se
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eliminan añadiendo a la muestra fenol:cloroformo:alcohol isoamílico (25:24:1; y/y/y). La
mezcla se agita y se centrifuga 2 minutos a 13.OOOg, para separar la fase orgánica de la
acuosa. Sobre la fase acuosa, que contiene el DNA, se repite el proceso de extracción con
fenol:cloroformo:alcoho! isoamílíco. A continuación, para eliminar el fenol, se añade
cloroformo:alcohol isoamílico (24:1; y/y), se agita y se centrifuga 2 minutos a 13.OOOg
recuperándose de nuevo la fase acuosa. La precipitación del DNA se realiza con NaCí 0,2 M
y dos volúmenes de etanol absoluto. El DNA se hidrata en etanol frío al 70% (y/y) y se
resuspende en tampón Tris lmM, pH 8,0, conteniendo 0,1 mM de EDTA. La concentración
de DNA se determina a partir de la medida de la absorción a 260 nm en un espectrofotómetro,
considerando que una unidad de A260~,, corresponde a 50 gg/mL de DNA.
2.6.3. INESTABILIDAD GENÉTICA
Las células se tripsinizan, se lavan con PES y se guardan a -80
0C. El DNA se extrae
de las células tripsinizadas según el método descrito anteriormente y se amplifica por PCR
para varios marcadores de microsatélites. Las distintas regiones de microsatélites examinadas
fueron RHO (Weber et al., 1989), D6slOS (Weber et al., 1991), DMD-45 (Clemens et al.,
1991), D25123 (Weissenbachetal., 1992), D25119 yHD(Reissetal., 1993), D4595 (Allitto
et al., 1991), D4SL 11 (Scott et al., 1992), DMD44 (Clemens et al., 1991) y D45127 (Taylor
et al., 1992). Los análisis por PCR se realizan usando 100-200 ng de DNA genómico en un
volumen de 20 jit de la siguiente mezcla de reacción: Tris lOmM (pH 8,3), KCI 50 mM,
MgCI, 1,5 mM, 240 ~M de cada deoxinucleótido trifosfato, 12,5 pmoles de cada cebador y
0,5-1 unidades de Taq polimerasa (Boehringer). Las reacciones de amplificación standard se
realizan en las siguientes condiciones: treinta ciclos de 60 segundos a 940(2, 60 segundos a
550(2, y 90 segundos a 720(2, seguido por una extensión de 5 mm a 720(2. Después de la
amplificación, 5 pi de las muestras se desnaturalizan en formamida al 95% y se realiza una
electroforesis en geles de poliacrilamida al 6-9%, de acuerdo al tamaño de los fragmentos. Los
geles se tiñen con bromuro de etidio y se fotografian bajo luz UV con una cámara Polaroid
o, después de la electroforesis, los geles marcados radiactivamente se secan y exponen a
películas fotográficas (Kodak) durante 4-12 horas. La mayoría de los experimentos se realizan
con reacciones de PCR que contienen 1-2 gCi de [&2P]dCTP (3.000 Ci/mmol; 10 gCi/j.tL),
pero la tinción con bromuro de etidio muestra unos resultados similares.
2.6.4. ANALISIS DE MUTACIONES EN LOS GENES pi? Y MSH2
Para detectar posibles mutaciones en el gen p53 se lleva a cabo el análisis de
polimorfismo conformacional de cadena sencilla (SSCP) en el exon 8 de este gen. La
amplificación del DNA se realiza por la reacción en cadena de la polimerasa, usando 100 ng
de DNA en 10
1L de la mezcla de reacción que contiene: Trís lOmM (pH 8,3), KCI 50 mM,
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MgCI2 1,5 mM, deoxinucleótidos trifosfato 200 .tM y 10 pmoles de cada cebador
(Kocialkowski et al., 1995), 1 unidad de Taq polimerasa (Boehringer) y 1 ktCi de &2P-dCTP(3.000 Ci/mmol; 10 p.Ci/¡.tl). Las reacciones de amplificación consisten en 35 ciclos de 30
segundos a 940C para la desnaturalización, 1 minuto a 620(2 para el alineamiento, y 1 minuto
de extensión a 720(2, usando para ello un sistema de PCR Perkin-Elmer. Los productos de
PCR se diluyen con una disolución de formamida al 95% (y/y), EDTA 20 mM, xilencianol
al 0,05% (p/v) y azul de bromofenol al 0,05% (p/v). Tras la desnaturalización, las muestras
se aplican en geles de poliacrilamida al 6-8% en condiciones no desnaturalizantes, con glicerol
al 10% (y/y), y se desarrolla la electroforesis a 10 W durante 11-18 horas. El gel se seca
sobre papel de filtro y se expone a una película de autorradiografia a temperatura ambiente
o a 40C durante 1-6 horas.
La secuenciación se realiza usando los mismos cebadores empleados para el análisis
de SSCP. Las reacciones de secuenciación se desarrollan según el método de terminación de
cadena (Sanger etal., 1977) usando el kit comercial “Sequenase” (USB, USA). Los productos
se someten a electroforesis en geles desnaturalizantes de poliacrilamida al 6%. Todas las
mutaciones se confirman secuenciando la cadena complementaria.
Para detectar mutaciones en el gen MSH2, se amplifican por PCR las secuencias que
codifican a los nucleótidos 2020-2225 del cDNA y las regiones del DNA genómico que
contienen a las uniones intron/exon utilizando los primers 16324 y 16340 (Fishel et al., 1993).
Los productos de PCR se analizan porpolimorfismo conformacional de cadena sencillausando
métodos standard (Orita et al., 1989).
2.7. DETECCIÓN Y PURIFICACIÓN DE RECEPTORES DE TIPO INTEGRINA
2.7.1.INMUNOPRECIPITACIÓN DE LOS HETERODÍMEROS DE INTEGRINAS
Marcaje de la superficie celular con D-[6-3H1-Glucosamina
Las células, sembradas en frascos de cultivo de 165 cm2 de superficie, se incuban en
las condiciones habituales hasta que el cultivo alcanza un estado semiconfluente. A
continuación, las células se incuban durante 48 horas a 370(2 en medio RPMI con bajo
contenido en glucosa, suplementado con suero fetal bovino al 5% (y/y), penicilina 50 U/mL,
estreptomicina 50 ~ig/mL, L-glutamina 300 .tg/mL y D-116-3H]Glucosamina (6 Ci/mL; 31
Ci/mmol). Transcurrido este período se retira el medio, y la monocapa celular se lava con
PBS. Las células se raspan y se recogen por centrifugación a 800g durante 10 minutos.
Marcaje de la superficie celular con Sulfo-NHS-biotlna
Las células se recogen por tripsinización, se lavan tres veces con PBS, centrifugéndose
10 minutos a 800g después de cada lavado. Tras el tercer lavado con PBS, el sedimento
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celular se resuspende en tampón Hepes 0,1 M, pH 8,0, y se centrifuga de nuevo en las condi-
ciones anteriores. El sedimento obtenido se resuspende en 5 mL de tampón Hepes 0, lM, pH
8, que contiene sulfo-NHS-biotina a una concentración de 0, 1 mg/mL y se deja incubar
durante 40 minutos a temperatura ambiente con agitación suave. De esta manera se favorece
la unión de la biotina a los residuos de lisina de las proteínas. Tras la incubación, se elimina
el exceso de biotina lavando varias veces con medio de cultivo.
Inmunoprecipitación de las integrinas
Todas las etapas descritas a continuación se realizan a 40(2• El sedimento celular,
marcado con D-116-3H(N)]-Glucosamina o con biotina, se extrae con 1 mL de tampón de lisis
(Tris lOmM, pH 7,4, NaCí 0,14M, Triton X-l00 al 2%, NEM 2mM y PMSF 2mM), durante
6 horas y con agitación. Transcurrido este tiempo, la muestra se sonica durante 5 minutos a
40(2, con sonicador de vástago (MSE), y se centrifuga a 13.OOOg durante 15 minutos para
eliminar el material no solubilizado. El extracto celular se clarifica incubando con 100 .tL de
Sepharose-4B (equilibrada en tampón de lisis) durante 1 hora con agitación, tras lo cual la
muestra se centrifuga a 13.OOOg durante 15 minutos. El sobrenadante se clarifica de nuevo y
se centrifliga en las condiciones anteriores. Alícuotas de 250 pi del extracto de proteínas
clarificado, se incuban durante 20 horas con 100 >xL del anticuerpo anti-integrina
correspondiente. Transcurrido este tiempo, la muestra se incuba durante 90 minutos con 2 pi
de un segundo anticuerpo frente al anticuerpo anti-integrina, para favorecer el reconocimiento
del inmunoprecipitado por la proteína A-Sepharose. A continuación, la muestra se incuba con
50 ¡.tL de Proteína A-Sepharose (equilibrada en el tampón de lisis), durante 2 horas y con
agitación, para favorecer la unión del inmunoprecipitado a la Proteína A. La muestra se
centrifliga a 13 .OOOg durante 15 minutos, y el precipitado se lava tres veces con tampón de
lisis que contiene Triton al 1 %. Tras la última centrifugación se añaden 30 jaL de tampón de
aplicación carente de agente reductor al precipitado, y la muestra se congela a -200C hasta su
aplicación en electroforesis.
Tras la electroforesis, la detección de las integrinas se realiza por autorradiografia o
por detección de proteínas biotiniladas. En este último caso, tras la electroforesis se realiza
la transferencia a membranas de nitrocelulosa. La membrana se incuba a temperatura ambiente
durante 1 hora con tampón B [Tris 20 mM, pH 7,5, NaCí 0,5 M, Tween-20 al 0,2% (y/y)]
que contiene leche en polvo deslipidizada al 5% (p/v). A continuación, se incuba a temperatura
ambiente durante 1 hora con Avidina-peroxidasa (BioR.ad) diluida 1:1000 en tampón B
conteniendo leche deslipidizada al 0,1 % (p/v). Posteriormente la membrana se lava varias
veces con tampón B y, finalmente, se efectúa un último lavado con este mismo tampón pero
en ausencia de Tween-20. La detección de las bandas se realiza utilizando el kit comercial de
ECL. revelándose la película fotográfica en una procesadora de sobremesa Agfa Curix 60.
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2.7.2. CROMATOGRAFÍAS DE AFINIDAD EN SEPHAROSE 4B
Anclaje de las proteínas de la matriz a Sepharose 4B
Como soporte para las cromatografias de afinidad se emplea Sepharose 4B activada con
bromuro de cianógeno (Pharmacia) a la que se une covalentemente laminina, fibronectina o
colágeno de tipo 1. Para la unión del ligando a la Sepharose 4B, 20 mg de cada una de las
proteínas se dializan frente al tampón de anclaje (bicarbonato 0,lM, pH 8,3, NaCí 0,5 M, en
el caso de fibronectina y colágeno, y bicarbonato 0,lM, pH 7,3, que contiene NaCí 0,5M y
EDTA lOmM, para la laminina). El gel se prepara por lavados con HCI lmiM (200 mL/g de
gel utilizado), y un último lavado con el tampón de anclaje. La disolución de proteína se añade
al gel rápidamente ya que los grupos activados de la resma son inestables a este pH. La
mezcla se mantiene con agitación continua suave durante 24 horas a 40C. La proteína no unida
covalentemente se elimina por filtración y lavados con tampón de anclaje. El gel se resuspende
en tampón Tris 0,1 M, pH 8,3, manteniéndose en este tampón durante 2 horas a temperatura
ambiente para eliminar los grupos activos residuales. Finalmente se realizan 3 lavados alternos
con tampón acetato 0,1 M, pH 4,0, que contiene Na(2l 0,5 M, y con tampón Tris 100 mM,
pH 8,0, Na(2l 0,5 M. La resma se conserva a 40(2 en este último tampón. En estas
condiciones, prácticamente toda la proteína se une a la resma, como se comprueba por análisis
de aminoácidos de la proteína no anclada a la Sepharose 4B. La concentración final de cada
una de las proteínas es de aproximadamente 2mg de proteína/mL de Sepharose 4B.
Crornatograflas de afinidad
La purificación de receptores de tipo integrina se realiza mediante cromatografia de
afinidad en columnas de Sepharose-laminina, Sepharose-fibronectinay Sepharose-colágeno tipo
1 (de 2mL de lecho), equilibradas en tampón Trís 50 mM, pH 7,3, conteniendo NaCí 0,15 M,
PMSF ImM, NEM lmM, MnCI
2 lmM y n-octil-f3-D-glucopiranósido 25 mM (tampón de
equilibrado). Todas las etapas de estas cromatografias se llevan a cabo a temperatura ambiente.
El sedimento celular, marcado con sulfo-NHS-biotina como se ha descrito
anteriormente, se extrae con 1 mL del tampón de equilibrado que contiene n-octil-¶1-D-
glucopiranósido 50 mM, durante 5-18 horas a4
0C con agitación. Posteriormente, se centrífuga
a 13.OOOg durante 15 minutos a 40(2 para eliminar el material no solubilizado. La muestra se
carga en la columna, haciéndola pasar a través de ella entre 5 y 10 veces para permitir la
unión de las integrinas al ligando anclado. Posteriormente, la columna se lava con 5 mL del
tampón de equilibrado y se recogen alícuotas de 200 jaL que contendrán principalmente
proteínas que se unen de manera muy débil al ligando. Las proteínas retenidas se eluyen
mediante el tampón de equilibrado de la columna (5 mt) pero sin Mn(21
2 lmM y conteniendo
EDTA 10 mM, recogiéndose fracciones de 200 pi que contendrán las integrinas que se han
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unido específicamente al ligando anclado a la resma. Por último, la columna se lava con
tampón de equilibrado que contiene NaCí 1 M, eluyéndose el resto de proteínas que hayan
podido quedar ancladas a la columna. El perfil de elución de la cromatografia se registra
midiendo la absorbancia a 280 nm y se seleccionan las fracciones a analizar.
Las muestras procedentes de la cromatografía de afinidad se dializan exhaustivamente
frente a ácido acético 0,1 M. Se añaden 20 jaL de tampón de aplicación y se liofilizan. Se
resuspenden en 20 jaL de agua destilada y se someten a electroforesis en geles de poliacri-
lamida al 7% tras lo cual se procede a su identificación con Avidina-peroxidasa, como se ha
descrito anteriormente. Si las muestras eluidas de la cromatografia se van a someter a
imnunoprecipitación, éstas se concentran previamente por centrifugación a 40C utilizando
filtros Ultracent-30 Unisep (BioRad) con un poro promedio que excluye proteínas de masa
molecular mayor de 30 kDa. La muestra concentrada se dializa frente al tampón de equilibrado
de ¡a columna paraeliminar el exceso de n-octil-j3-D-glucopiranósido y se inmunoprecipita con
el anticuerpo correspondiente como se ha indicado anteriormente. El inmunoprecipitado se
analiza por electroforesis en geles de poliacrilamida al 7% y posterior revelado con Avidina-
peroxídasa.
2.7.3. LOCALIZACIÓN POR INMUNOFLUORESCENCIA DE RECEPTORES DE
TIPO INTEGRINA
(2ubreobjetos circulares de 12 mm de diámetro se incuban con 300 jaL de disoluciones
de laminina, fibronectina, colágeno de tipo 1 o colágeno de tipo IV a 1 Ogg/mL durante toda
la noche a 40(2• A continuación se lavan con PBS y se incuban durante 2 horas a 37W con
PBS conteniendo BSA al 0,5% (p/v). Transcurrido este tiempo, se lavan los cubreobjetos con
PBS y las células se siembran en medio libre de suero, incubándose durante 24 horas a 370(2•
A continuación, las células se lavan con PBS y se fijan por inmersión durante 10 minutos en
etanol a -20~(2. Después de lavar con PBS, las preparaciones se incuban 1 hora a temperatura
ambiente en cámara húmeda con anticuerpos anti-13
1 ALEXl/4 (dilución 1:10 en PBS) o anti-
fosfotirosina (dilución 1:40 en PBS). El anticuerpo no unido se elimina por repetidos lavados
con tampón, tras lo cual las células se incuban durante 45 minutos con un anticuerpo anti-IgG
de ratón marcado con isotiocianato de fluoresceína (Chemicon) (dilución 1:20 en PBS), en
cámara húmeda y en la oscuridad. Tras lavar con PBS y deshidratar con etanol, las
preparaciones se montan con moviol y se observan al microscopio invertido de fluorescencia
Nikon Diaphot-TMD, utilizando como mente una lámpara de mercurio (Nikon). Las
fotografias se realizan con un sistema Nikon Hill.
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t7.4. INMUNOFLUORESCENCIA DE MICROTÚBULOS Y MICROFILAMENTOS
Las células se siembran sobre eubreobjetos circulares de 12 mm de diámetro saturados
con los diferentes componentes de la matriz extracelular, y se incuban durante ‘72 horas a 370C
en las condiciones habituales. Transcurrido este tiempo, los cubreobjetos se lavan con un
tampón PIPES 100 mM, pH 6,8, EGTA 1 mM, MgÓ
2 2 mM (tampón PEM) al que se le
añade polietilenglicol (PEG) al 4% (y/y). Seguidamente, las células se permeabilizan con
tampón PEM que contiene Triton X-100 al 0,5% (y/y) durante 90 segundos. Se vuelven a
lavar las células con el tampón PEM/PEG, tras lo cual se fijan con paraformaldehído al 3,7%
(y/y) y DM50 al 1% (y/y) en tampón PEM, durante 30 minutos. Una vez fijadas, se lavan
con PBS y se procede a la tinción de los componentes del citoesqueleto.
La primera etapa es la incubación durante 1 hora a 37W en cámara húmeda, con un
anticuerpo policlonal antitubulina a y ~ (dilución 1:20 en PBS). Tras la incubación se lava con
PBS y se añade el segundo anticuerpo anti-IgG de conejo marcado con isotiocianato de
fluoresceína (dilución 1:20), y se incuba a 370C durante 45 minutos, en cámara húmeda y enla oscuridad. Por último, las preparaciones se lavan con PBS y las muestras se montan como
se ha indicado anteriormente o bien se procede a la tinción de los microfilamentos de actina.
Para realizar un doble marcaje de tubulina y actina, antes del montaje de las
preparaciones, éstas se incuban con una disolución de faloidina-rodamina (Molecular Probes;
dilución 1:20) en condiciones idénticas a las descritas para el anticuerpo anti-antitubulina. La
faloidina se une específicamente a la actina y la rodamina proporciona una fluorescencia de
color rojo.
2.7.5. DETECCIÓN DE PROTEÍNAS FOSFORILADAS EN TIROSINAS
Placas de cultivo de 60 cm2 de superficie se tratan con 10 mL de laminina,
fibronectina, colágeno tipo 1 y polilisina, a lOjag/mL, de la misma manera que se ha descrito
para el ensayo de adhesión. Las células se tripsinizan, recogen y dejan recuperar en medio
completo, durante 30 minutos a 370(2, tras lo cual se centrifugan y resuspenden, a la
concentración requerida, en medio libre de suero que contiene BSA al 0,1% (p/v). Se
siembran 8x106 células por placa y se dejan adherir a 370C durante diferentes tiempos. A 15
minutos, 30 minutos, 1, 4 y 24 horas, se retira el medio de cultivo y se lava la monocapa
celular 2 veces con tampón de lavado (tampón PBS o TBS que contiene Na
3VO4 2mM, NaF
tOmM, EDTA 2mM, PMSF lmM y NEM lmM). Las células se recogen raspando la
monocapa con una espátula de goma, tras lo cual se centrifugan y el sedimento celular se
extrae con tampón de extracción [Tris 10 mM, pH 7,5, NaCí 0,15M, Triton X-l00 al 2%
(y/y), EDTA 2mM, PMSF lmM, NEM lmM] que contiene los inhibidores específicos de
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fosfatasas Na3VO4 2mM y NaF lOmM. Esta suspensión celular se homogeneiza mediante 7-8
pases a través de una aguja de 0,5x16 mm y se centrifuga 1-2 minutos a 13.OOOg,
recogiéndose el sobrenadante. Una vez determinada la concentración de proteína, se toman
50>ig de proteína y se adiciona tampón de muestras de electroforesis concentrado 3 veces que
contiene 3-mercaptoetanol. Las muestras se desnaturalizan y se someten a electroforesis en
geles de poliacrilamida al 7% en presencia de SDS y transferencia a membranas de
nitrocelulosa. Las proteínas fosforiladas en tirosina se detectan utilizando anticuerpos
antifosfotirosina (PY2O dilución 1:1000). La transferencia e inmunodetección se lleva a cabo
en las condiciones descritas anteriormente, añadiendo en todas las etapas de incubación y
lavados Na3VO4 2mM.
Ensayos de agrupamiento de integrinas
Se siembran 6x1 06 células en medio de cultivo completo en placas de 60 cm
2 y se
incuban durante 2 días en las condiciones habituales. A continuación, las células se lavan tres
veces con medio frío y se incuban con el anticuerpo anti-I3~ (LIA1/2, dilución 1:20 en medio
con lOOgM de Na
3VO4) durante 30 minutos a 40C. El exceso de anticuerpo se elimina lavandolas células con medio DMEM frío libre de suero, tras lo cual se incuban con un anticuerpo
anti-IgG de ratón, a 370(2 durante diferentes tiempos (5, 15, 30 ó 60 minutos). Esta incubación
permite el agrupamiento de integrinas, tomándose como control la fosforilación de proteínas
en ausencia del segundo anticuerpo. Terminada la incubación, se lava la monocapa celular 2
veces con tampón de lavado (tampón PBS o TBS que contiene Na
3VO4 2mM, NaF lOmM,
EDTA 2mM, PMSF lmM y NEM lmM). Las células se recogen y se procesan para detectar
las proteínas fosforiladas, como se recoge en el apartado anterior.
2.7.6. DETECCIÓN DE NIVELES DE CALCIO INTRACELULAR
Preparación de la sonda Calcium Creen
Para la detección del calcio intracelular se emplea la sonda Calcium GreenTM~ 1 ,AM y
el detergente no jónico Pluronic F-127 (ambos de Molecular Probes Europe 8V), para
solubilizar la sonda en medio acuoso. Se toman 1 jaL de Calcium Green~-1 ,AM de una
disolución 4 mM en DMSO (p/v) y 1 pL de Pluronic F-127 [al 20% (p/v) en DMSO] y se
lleva a un volumen final de 1 mL con tampón sonda: Hepes 10 mM, NaCí 137 mM, 5 mM
KCI, 1 mM Na2HPO4, 5 mM glucosa, 1 mM CaCl2, 0,5 mM Mg(212 y 0,1% BSA (p/v). La
mezcla se sonica en un sonicador de baño durante 1<) minutos.
Marcaje de las células
Las células tripsinizadas se resuspenden en medio DMEM completo con suero al 5%
(y/y) y se dejan recuperar a 370(2 durante 30 minutos. Transcurrido este período, las células
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se centrifugan durante 10 minutos a 800 g y se lavan con PBS, para eliminar el medio con
suero. Alícuotas de 10x106 células se resuspenden en 1 mL de tampón sonda, conteniendo 4
jaM de Calcium GreenTM-l,AM y 0,2 mg/mL de Pluronic F-127, y se incuban 1 hora a
temperatura ambiente.
Medida del calcio intracelular tras la interacción de las células con d~erentes sus tratos
Se toman alícuotas de 5x105 células en tampón sonda al que se añade fibronectina o
lamínína a diferentes concentraciones finales, e inmediatamente y a diferentes tiempos (de 1
a 10 minutos) se mide la fluorescencia emitida al interaccionar la sonda con el calcio
intracelular. Antes de realizar las medidas se añaden 50 jaL de yoduro de propidio a 0,005%
(p/v), para determinar el número de células viables. Como valor control se toma la
fluorescencia basal en ausencia de laminina o fibronectina. Las medidas se realizan en un
citómetro de flujo FACScan (Becton-Dickinson) del Centro de Citometría de Flujo y Confocal
de la Universidad Complutense de Madrid y los datos son analizados en un ordenador HP3 10.
2.8. ESTUDIOS IN VIVO
2.8.1. ESTUDIOS DE TUMORIGENICIDAD
Las células, mantenidas en las condiciones habituales, se recogen por tripsinización,
se centrifugan y se dejan recuperar durante al menos una hora a 370C en medio de cultivo
completo. Posteriormente se lavan con PBS y se resuspenden a la densidad celular requerida
en DMEM libre de suero o en PBS. Estas suspensiones celulares (0,2 mL) se inyectan
subeutáneamente, solas o en presencia del factor a estudiar, en ratones machos genéticamente
atímicos (BALBc, nu/nu) de 8 semanas de edad (IFFA-CRiEDO). Los ratones se mantienen
en un ambiente y condiciones estériles en el animalario de la Universidad Complutense. La
evolución de los posibles tumores se sigue diariamente para determinar cuando los tumores
comienzan a ser visibles y, a partir de entonces, el tamaño del tumor se mide semanalmente.
El período de latencia se estima como el número de días necesario para obtener tumores con
0,2-0,3 mm de diámetro. El tamaño del tumor se calcula midiendo con un calibre las
dimensiones de la masa tumoral (la media de los dos diámetros del tumor) a varios tiempos
tras la inyección. A los tiempos indicados, los ratones se sacrifican, los tumores se extraen en
condiciones asépticas y se utilizan en diferentes experimentos. En cada uno de los ensayos se
utilizan 4 ratones por grupo, y cada experimento se realiza, al menos, por duplicado. Para
descartar la posible influencia de la localización donde se realice la inoculación, ésta se lleva
a cabo en la región lumbar del ratón, de forma indistinta en la parte anterior o posterior y a
ambos lados, izquierdo y derecho.
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En la figura 10 se esquematiza el proceso seguido para la obtención de las diferentes 
sublíneas tras la inyección subcutánea en ratones atímicos, así como los nombres asignados 
a cada una de ellas. 
BCS-TC2.1 
ISUBLjNEA-21 
BCS-TC2.2 
BCS-TC2.FN2 
1 
- 
medio de cultivo 
Figura lO.- Proceso de obtención de sublíneas por inyección subcutánea de células en ratones atímicos. 
Cuando se observa la formación de un tumor subcutáneo, éste se extrae en condiciones estériles y se 
procede a la obtención de células que se propagan en cultivo. Una vez establecido y estabilizado el cultivo, las 
células se utilizan en distintos ensayos. Para cada una de las sublíneas se determina la tumorigenicidad por 
inyección subcutánea en ratones atímicos. En el esquema se indican las diferentes sublíneas establecidas a partir 
de tumores obtenidos por coinyección de las células parentales con componentes de la matriz. Cada uno de los 
factores utilizados y las células obtenidas se muestran en un color. 
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2.8.2. ESTUDIOS DE METÁSTASIS 
Las células se recogen por centrifugación y se dejan recuperar durante una hora a 37°C 
en medio completo. Posteriormente se lavan con PBS y se resuspenden a la densidad celular 
requerida en DMEM libre de suero o en PBS. La suspensión celular (50 pL), a la 
concentración celular deseada, se inyecta, sola o en presencia del factor a estudiar, en el bazo 
de ratones atímicos de 8 semanas mantenidos en las condiciones indicadas en el apartado 
anterior. Para ello, una vez localizado el bazo visualmente a través de la piel, se realiza un 
corte en la región ventro-dorsal exponiendo el bazo. Para evitar posibles hemorragias, la 
inyección de las células se realiza con una aguja de 0,5 x 16 mm en la parte dista1 del bazo. 
A continuación, esta región se lava con etanol para eliminar las células que puedan haber 
quedado en la superficie del bazo y evitar así que pasen a la cavidad peritoneal. Finalmente, 
el bazo se vuelve a introducir en la cavidad peritoneal y se procede a la sutura del corte con 
un aplicador de grapas (Clay Adams). 
La evolución de los ratones se sigue semanalmente para determinar cuando se observa 
algún indicio de posibles metástasis. Al finalizar el experimento, los ratones se sacrifican y, 
por observación visual, se analiza la existencia de metástasis en hígado o pulmón, así como 
la aparición de tumores en otros órganos. En la figura ll se representa el procedimiento 
seguido para la obtención de las sublíneas metastáticas, así como los nombres asignados a 
ellas. 
I 
I 
Células parentales y  sublineas 
+ componentes de la matriz 
- 
Células BCS-TC2.FNH 
metástasis por inyección de células 
BCS-TC2 con fibronectina 
Células BCS-TC2.2.MGH 
metástasis por inyección de células 
BCS-TC2.2 con matrigel - 
Figura ll.- Esquema de la obtención de sublíneas metastáticas. 
Células parentales o diferentes sublíneas tumorigénicas se inyectan en el bazo de ratones atímicos, solas 
o en presencia de componentes de la matriz extracelular y se observa la formación de focos metastáticos. Sólo 
en dos casos, indicados en la figura, se ha conseguido el establecimiento y estabilización de células en cultivo 
procedentes de metástasis hepática. 
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2.8.3. ESTUDIOS HISTOLÓGICOS
Se emplean secciones de tejido, previamente fijado en formaldehído al 10% en PBS,
y rutinariamente procesado para su inclusión en parafina (deshidrataciones con alcohol a
concentraciones crecientes y finalmente benceno. Se preparan cortes de 4 jam dc grosor en un
microtomo, y las secciones se recogen sobre portaobjetos tratados con poli-L-lisina (Sigma).
Las secciones rehidratadas en alcoholes seriados y PBS se tratan con H202 al 1,2% en metanol
absoluto, con el fin de inhibir a la peroxidasa endógena, y se tiñen de acuerdo al método de
la avidina-biotina-peroxidasa. Para realizar la inmunodetección de ciertos antígenos, las
secciones se incuban durante 1 hora a 37W con el primer anticuerpo (MLB-1. CEA, LCA,
AE 1 o AE3) a la dilución adecuada. Tras este período, se lava con PBS y se incuban las
muestras con el segundo anticuerpo ontenido en cabra, frente a anticuerpos de ratón,
conjugado con peroxidasa (Pierce), durante 45 minutos a 37W. Después de lavar con PBS,
las secciones se tiñen usando diaminobenzidina (DAiB) y se contrastan con hematoxilina.
Finalmente, todas las preparaciones se deshidratan en alcoholes seriados, se tratan con xilol
y se montan con DePX (Serva). Algunas secciones se tiñen con eosina/hematoxilina para su
examen histológico.
2.9. ANTICUERPOS UTILIZADOS
Los distintos anticuerpos secundarios utilizados en los distintos ensayos descritos en la
Memoria han sido:
* anticuerpos anti-IgG de ratón obtenidos en cabra y marcados con peroxidasa, de
PIERCE
* anticuerpos anti-IgG (H +L) de conejo obtenidos en cabra y marcados con
peroxidasa, de BIORAD
* anticuerpos anti-IgG de ratón o de rata obtenidos en cabra y conjugados con
isotiocianato 4e fluoresceína, de CHEMICON.
* anticuerpos anti-IgG de ratón o de rata obtenidos en conejo, de Sigma
En el siguiente cuadro se recogen los anticuerpos primarios utilizados en los distintos
ensayos. Se indica sin son anticuerpos monoclonales o policlonales y si se ha utilizado medio
de cultivo de hibridomas, fluido ascítico, etc. En algunos casos dichos anticuerpos son
comerciales, en otros han sido cedidos amablemente por diferentes grupos de investigación.
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Anticuerpo Antígeno Tipo Origen
TS2/7 Integrina a1 Medio de híbridoma Dr. Sánchez-Madrid
5E8D9 Integrina a1 Medio de hibridoma Dr. Cabañas
TEAI/41 Integrina a, Medio de hibridoma Dr. Sánchez-Madrid
Pl E6 Integrina a2 Fluido ascítico Chemicon
PIB5 Integrina ~ Fluido ascítico Chemicon
HP2/ 1 Integrina a4 Medio de hibridoma Dr. Sánchez-Madrid
B1102 Integrina a5 Medio de hibridoma Dra. Damsky
Mab 1986 Integrina a5 Fluido ascítico Chemicon
GoH3 Integrina a6 Medio de hibridoma Dr.Sonnenberg
LIAl/2
ALEX1/4
T52¡ 16
Integrina ~ Medio de hibridoma Dr. Sánchez-Madrid
AIIB2 Integrina 13 Medio de hibridoma Dra. Damsky
3E1 Integrina j34 Fluido ascítico Chemicon
5’-nucleotidasa Suero de conejo Obtenido en el
laboratorio
MLUCS
MLUC6
Proteína unión a
laminina
Medio de hibridoma Dra. Ménard
PT-66 Fosfotirosína Fluido ascítico Sigma
Immunochemícals
PY2O Fosfotirosína Fluido ascítico ICN Biomedicals
Matrilisina Suero de conejo Dra. Mira
MIB-l Antígeno nuclear
K’-67
Medio de hibridoma Inununotech
CF J063 Antígeno
carcinoembrionario
Medio de hibridoma Immunotech
AB 1
AE3
Citoqueratinas Medio de hibridoma Signet
LCA Antigeno común
leucocitario
Medio de hibridoma Signet
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3.1. EFECTO DE LA MATRIZ EXTRACELULAR SOBRE EL
COMPORTAMIENTO IN VITRO DE LAS CÉLULAS BCS-TC2
En el organismo las células se encuentran en contacto con la matriz extracelular, de
manera que cada uno de los componentes de la ECM puede desempeñar una función
importante en la regulación del comportamiento celular. Como ya se ha comentado en la
Introducción, en procesos tumorales las interacciones entre las células transformadas y la
matriz se encuentran alteradas. Por ello, para comprender como tienen lugarestos procesos,
es fundamental el estudio de las interacciones célula tumoral-matriz extracelular.
Inicialmente el estudio se ha centrado en analizar el efecto que la interacción con distintos
componentes de la matriz ejerce sobre el comportamiento in vitro de las células BCS-TC2.
3.1.1. EFECTO SOBRE LA ADHESIÓN CELULAR
En las células que in vitro crecen adheridas a una superficie hay que tener en cuenta
la sucesión de dos procesos claves. Inicialmente se produce la adhesión de la célula a la
superficie de cultivo, tras lo cual tiene lugar la extensión celular, originándose una serie de
cambios metabólicos requeridos para el inicio de la proliferación celular. Las células BCS-
TC2 se adhieren poco al plástico en condiciones normales de cultivo, requiriéndose varias
horas para adherirse a este sustrato. Sin embargo, cuando se tripsinizan y resiembran en
la misma botella de cultivo, tanto la adhesión como la extensión tienen lugar más
rápidamente. Estas observaciones sugieren que el comportamiento de las células BCS-TC2
se modifica por la presencia de una matriz extracelular preformada, o bien por alguno de
sus componentes o por factores séricos.
Efecto de matrices extracelulares
Como se ha comentado, la matriz extracelular se puede clasificar en dos tipos, el
tejido conectivo intersticial (colágeno de tipo 1, fibronectina, etc.> y los basamentos
membranosos (colágeno de tipo IV, laminina, etc.). Por este motivo, se ha estudiado la
capacidad que presentan las células BCS-TC2 de interaccionar con ambos tipos de matrices,
así como con los principales componentes moleculares de las mismas.
El control de adhesión es el número de células adheridas a una superficie de cultivo
tapizada con albúmina de suero bovino (BSA); 10 horas después de la siembra se adhiere
sólo un 30% de las células BCS.TC2 (Figura 12). Sin embargo, se produce un considerable
incremento de la adhesión celular cuando las células se siembran sobre matrices
extracelulares producidas por las propias células (tc-ECM) o por fibroblastos humanos (f-
ECM), sobre un gel de colágeno tipo 1 o sobre una matriz artificial formada con un
extracto de placenta humana. Así, 3 horas después de la siembra, aproximadamente el 70%
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de las células se adhiere alas diferentes matrices, mientras que sólo un 20% lo hace sobre
BSA. Es de destacar la alta capacidad de adhesión de las células BCS-TC2 a la matriz
intersticial (f-ECM), ya que las células de origen epitelial normalmente se adhieren mejor
a las matrices que han sido secretadas por células endoteliales o epiteliales (tipo basamento
membranoso, como la tc-ECM).
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Figura 12.- Cinéticas de adhesión de las células BCS-TC2 a matrices extracelulares.
Las cinéticas de adhesión se realizan como se detalla en Materiales y Métodos. Las células se dejan
adherir sobre los sustratos y a diferentes tiempos se detennina el número de células adheridas por tincién con
violeta cristal. Los resultados se expresan como el porcentaje de células adheridas respecto del número total
de células sembradas y son la media de, al menos, tres experimentos independientes realizados con
determinaciones para cada dato por cuadruplicado. El error experimental es inferior al 10% en todos los
casos. f-ECM (matriz secretada por fibroblastos), íc-ECM (matriz secretada por las células BCS-TC2).
Efecto de componentes de la matriz extracelular
Puesto que las células BCS-TC2 son capaces de adherirse a ambos tipos de matrices,
se procedió a determinar la adhesión celular a las proteínas mayoritarias que las componen.
Se analizó la adhesión a laminina, fibronectina, colágeno de tipo 1 y colágeno de tipo IV
saturando las superficies de cultivo con disoluciones de las proteínas en un rango de
concentraciones comprendido entre 2 y 10 jag/mL. A estas concentraciones estas proteínas
son capaces de mediar la adhesión tanto de células normales como de células transformadas
(Aumailley et al., 1990b; Dedhar y Saulnier, 1990). Los resultados obtenidos, que se
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recogen en la figura 13, indican que la saturación se alcanza a concentraciones
comprendidas entre 8 y 10 jag/mL, y que la adhesión celular sobre ambos tipos de
colágenos es superior a la obtenida sobre las glicoproteinas fibronectina y laminina. Sin
embargo, no se ha determinado la cantidad de proteina efectiva adherida a los pocillos, por
lo que la diferencia observada podría deberse a una mejor saturación de la superficie de
adhesión por éstas proteínas.
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Figura 13.- Adhesión de las células BCS-TCZ a distintos componentes de la matriz extracelular.
Los experimentos de adhesión se llevan a cabo como se detalla en Materiales y Métodos. Las células
se dejan adherir durante 30 minutos sobre pocillos recubiertos con los sustratos, valorándose el número de
células adheridas por tinción con violeta cristal. Los resultados se expresan en unidades arbitrarias de
absorbancia a 570 mu restando la absorbancia debida al control (células adheridas sobre BSA) y proceden
de, al menos, tres experimentos independientes realizados con determinaciones para cada punto por
cuadruplicado.
Las cinéticas de adhesión (Figura 14) indican que cuando las células se siembran
sobre colágeno de tipo 1 o de tipo IV, éstas se adhieren rápidamente y se incrementa
notablemente el porcentaje de adhesión respecto al BSA. Sin embargo, no se observa
ningún efecto cuando la superficie se satura con colágeno de tipo V (Figura 14A), lo que
indica que los efectos observados sobre la adhesión de las células BCS-TC2 son específicos
de determinadas proteínas de la ECM. Además, se requiere que el colágeno se encuentre
en la conformación nativa (triple hélice), puesto que las células BCS-TC2 no se adhieren
a gelatina (colágeno de tipo 1 desnaturalizado).
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Como se observa en la figura 14A, las células BCS-TC2 se adhieren más
lentamente a las proteínas que a las matrices extracelulares, siendo también menor el
número de células adheridas. Así, después de 3 horas, un 50 y un 55% de células se han
adherido a colágeno de tipo IV y de tipo 1, respectivamente, mientras que aproximadamente
un 70% de las células lo hacen sobre las matrices f-ECM y tc-ECM (Figura 12). Este
incremento en la adhesión, considerando la gran variedad de proteínas que constituyen las
matrices, puede ser el resultado de la participación de otros componentes minoritarios de
las mismas que podrían ser reconocidos por las células, o bien que la estructura
tridimensional que adquieren las matrices pueda mimetizar mejor el entorno de las células
in vivo. Al comparar los datos de adhesión de las células sobre colágeno de tipo 1 formando
un gel (Figura 12) o una película (Figura 14A) se pone de manifiesto el requerimiento de
una estructura tridimensional adecuada del sustrato en la adhesión celular.
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Figura 14.- Cinéticas de adhesión de las células BCS-TC2 sobre componentes de la ECM.
Los experimentos de adhesión se llevan a cabo como se detalla en Materiales y Métodos. Se ensaya
la adhesión a diferentes tiempos sobre superficies saturadas con 1 0~tg/mL de diferentes tipos de colágeno (A)
o fibronectina, lanjinina y sus fragmentos (B). Los resultados se expresan en porcentaje de células adheridas
respecto del número total de células sembradas, realizándose, al menos, tres experimentos independientes con
determinaciones para cada punto por cuadruplicado. El error es inferior al 20%.
Las cinéticas de adhesión de las células sobre las glicoproteinas laminina y
fibronectina son prácticamente coincidentes, siendo más lentas que las obtenidas sobre
colágenos (Figura 14). Después de 3 horas, el 35% de las células se han adherido a
laminina y fibronectina, mientras que el 50 y 55% lo han hecho sobre colágeno tipo IV y
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tipo 1, respectivamente. Además se requiere una mayor concentración de laminina o
fibronectina, para observar los mismos niveles de adhesión celular (Figura 13). Sin
embargo, como se ha comentado anteriormente, no se puede descartar que el efecto de
ambos tipos de colágeno pudiera ser debido a que éstos se adhieran con mayor eficacia que
laminina y fibronectina a la superficie de plástico.
Los resultados obtenidos de la adhesión de las células BCS-TC2 sobre la matriz
sintetizada por fibroblastos y el gel de colágeno tipo ¡(Figura 12) están de acuerdo con las
propiedades adhesivas observadas en estas células, sobre colágeno de tipo 1 y fibronectina
de la matriz intersticial. Sin embargo, las células epiteliales normalmente interaccionan con
las proteínas de los basamentos membranosos, como laniinina y colágeno de tipo IV, pero
no con fibronectina y colágeno de tipo 1 (Terranova et al., 1986). No obstante, la
especificidad de las células de origen epitelial o mesenquimal para unirse a laminina o
fibronectina, respectivamente, no es absoluta. Así, los hepatocitos, los fibroblastos, los
mioblastos y algunas células tumorales presentan capacidad para adherirse a ambas glico-
proteínas (Couchman et al., 1983). Esta adhesión anormal podría estar relacionada con los
procesos de migración e invasión de las células epiteliales transformadas a través del tejido
conectivo intersticial (Liotta etal., 1991). En este sentido algunos autores han sugerido que
el fenotipo anormal de células LoVo (adenocarcinoma de colon), capaces de adherirse a
colágeno tipo IV, laminina y fibronectina, puede ser debido a la desdiferenciación celular
inducida por la transformación maligna (Aznavoorian et al., 1990). Por otro lado se han
descrito células de adenocarcinoma de colon, SW620 y Caco-2, que se adhieren a colágeno
de tipo 1 (Turowski et al., 1994). Además, algunas líneas celulares tumorales pierden su
capacidad de adhesión a fibronectina después de la transformación maligna. Por ejemplo,
las células HT-29, de carcinoma de colon, no se unen a fibronectina, pero sí lo hacen a
laminina y colágeno (Vamer et al., 1995). Un comportamiento similar lo presentan las
células ClonA, también procedentes de un adenocarcinoma de colon, que se adhieren a
laminina y colágeno 1, pero muy poco a fibronectina (Lotz et al., 1990; Lee et al., 1992).
Por tanto, el comportamiento observado, reconocimiento de constituyentes tanto de
basamentos membranosos como de matriz intersticial, es probablemente una característica
específica para cada tipo de célula y puede ser importante durante la progresión tumoral y
la metástasis.
El proceso de adhesión tiene lugar a través de receptores de la superficie celular que
reconocen a las proteínas de la ECM. La lamiina presenta varias regiones activas
implicadas en los mecanismos de adhesión celular. El tratamiento proteolítico de la laminina
con elastasa permite obtener dos fragmentos de la proteína, EI-4 y ES, conteniendo cada
uno de éstos regiones activas (Figura 3). El efecto de estos fragmentos sobre la adhesión
celular indica que ambos favorecen la adhesión de las células BCS-TC2, prácticamente del
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mismo modo que lo hace la laminina intacta (Figura 14B). Se ha descrito que una
glicoproteina de 67-70 kDa (Castronovo, 1993; Sobel, 1993) y otros receptores de la
familia de las integrinas reconocen el fragmento EI-4 (Kramer et al., 1993; Pfaff et al.,
1994; lJnderwood et al., 1995). Además, distintas secuencias del fragmento ES son
reconocidas por diferentes receptores de tipo integrina (Aumailley et al., 1987; Hynes,
1992; Kramer et al., 1993). Por lo tanto, los resultados obtenidos plantean la posibilidad
de que las células BCS-TC2 expresen receptores de tipo integrina así como la glicoproteina
de 67 kDa. Este hecho resulta de gran interés puesto que sólo algunas líneas celulares
presentan capacidad para reconocer ambos fragmentos de la molécula de laminina. Así por
ejemplo, las células ClonA se adhieren al fragmento E8, mientras que las células OVCAR,
de carcinoma de ovario humano, se adhieren a los fragmentos Pl y ES (Lee et al., 1992).
Efecto de péptidos
Teniendo en cuenta que los receptores celulares interaccionan con proteínas de la
matriz extracelular a través de secuencias específicas, se procedió a determinar las
secuencias de reconocimiento implicadas en la adhesión de las células BCS-TC2 a estas
glicoproteinas de la matriz. Para este estudio se utilizan péptidos sintéticos que mimetizan
los dominios de unión a receptores.
Se estudió el efecto, sobre la adhesión celular, de péptidos que contienen las
secuencias -YIGSR- e -IKVAV-, ambas presentes en la molécula de laminina. El péptido
YIGSR (Tyr-Ile-Gly-Ser-Arg), secuencia localizada en el brazo corto de la cadena ¡3 de la
proteína, promueve la adhesión y la migración celular (Grafet al., 1987a,b; Yamamura et
al., 1993). El péptido IKVAV (Ile-Lys-Val-Ala-Val), secuencia localizada en la cadena a
al final del brazo largo de la laminina, también promueve la adhesión celular (Tashiro et
al., 1989; Yamamura et al., 1993). Además, se ha estudiado el efecto de péptidos que
contienen la secuencia -RUD- (Arg-Gly-Asp), secuencia mínima de reconocimiento presente
en muchas proteínas de la matriz, que es reconocida por distintos tipos de integrinas
(Ruoslahti, 1996).
La secuencia -YIGSR-, parece no ser activa en la laminina intacta, sino que es un
sitio oculto que sepuede activar por proteolisis durante la remodelación tisular y la invasión
de las células tumorales. Ninguno de los péptidos estudiados que contienen esta secuencia
ejercen un efecto significativo sobre la adhesión de las células BCS-TC2 (Figura iSA), lo
que permitiría concluir que el péptido YIGSR no favorece la adhesión de las células BCS-
TC2. Sin embargo, se ha descrito que la secuencia reconocida por el receptor de 67 kDa
de alta afinidad para la laminina es -YIGSR- (Graf et al., 1987a,b). Considerando que se
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ha puesto de manifiesto la presencia de este receptor en las células BCS-TC2 (López-
Conejo et al., 1996) no es posible descartar, por tanto, la participación de esta secuencia
peptídica en el reconocimiento célula-lamímna.
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Figura 15.- Adhesión de células BCS-TC2 a distintos péptidos sintéticos.
Las células se siembran en pocillos saturados con diferentes concentraciones de ¡os péptidos
indicados. Transcurridos 30 minutos se evalua la adhesión celular, como se detalla en Materiales y Métodos.
Los resultados se expresan como porcentaje de células adheridas, respecto del número total de células
sembradas, y proceden de, al menos, tres experimentos realizados con determinaciones para cada dato por
cuadruplicado. La adhesión celular sobre BSA es del 12%.
Algunos trabajos indican que la secuencia -YIGSR- puede ser de reconocimiento
conformacional, lo que justificaría la incapacidad que este péptido presenta para mediar en
la adhesión de ciertos tipos de células, a menos que se incremente su tamaño, se utilice en
su forma polimerizada o cíclica, o se ancle a ovoalbúmina o polietilenglicol (Sweeney et
al., 1991). Sin embargo, como se recoge en la figura 15, ni al incrementar el tamaño del
péptido lineal, ni con el péptido cíclico se produce un mayor efecto sobre la adhesión de
las células BCS-TC2. Por tanto, estas células parecen no reconocer esta secuencia, al menos
en la conformación que adoptan los péptidos estudiados. Este hecho indicaría que, puesto
que las células presentan capacidad para unirse al fragmento E1-4 de la laminina, lo harían
en una secuencia diferente. En el fragmento E 1-4 se encuentran también otras secuencias
activas de la laminina como las secuencias -RGD- (Aumailley et al., 1990b; Tashiro et al.,
1991), o -YCIYYGDALR- (Underwood et al., 1995). Por tanto, la adhesión que presentan
las células al fragmento El-4 podría ser un reflejo de su capacidad de reconocimiento de
alguna de estas secuencias.
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Como se observa en la figura LSB, los péptidos IKVAV e IKVAVS favorecen la
adhesión de las células HCS-TC2, siendo este efecto dependiente de la cantidad de péptido
utilizada como sustrato. El mismo comportamiento se ha observado en células de melanoma
(Yamamura et al,, 1993). Este resultado sugiere que las células BCS-TC2 se podrían unir
a la laminina, en concreto al fragmento E8, a través de esta secuencia.
El péptido GRGDS (Gly-Arg-Gly-Asp-Ser) favorece la adhesión de las células BCS-
TC2 (Figura ISC). El efecto es dependiente de la concentración de péptido utilizada,
consiguiéndose para 50¡.tg de péptido la máxima adhesión celular, superior al 50%, respecto
del 12% de adhesión obtenida sobre BSA (Figura 1 SC). A la mayor concentración estudiada
(l0O¡.ig de péptido) se observa una disminución de la adhesión que puede ser debida a la
parcial solubilización del péptido adherido al plástico, produciéndose una competencia en
la adhesión celular entre el péptido adherido y libre. La secuencia -ROD- es clave en la
interacción célula-fibronectina(Akiyama etal., 1995b), y puede ser sitio de reconocimiento
del colágeno de tipo 1 (Dedhar et al., 1987). También en la cadena a de la laminina se ha
localizado dicha secuencia, y ésta es activa en la adhesión y migración celular (Tashiro et
al., 1991). No obstante, la secuencia -ROD-, tanto en laminina como en colágeno, puede
estar oculta en la estructura nativa o en una conformación inadecuada, y ser funcional sólo
tras la degradación de la matriz (Sonnnenberg et al., 1990a; Davis, 1992). Los resultados
sugieren que las células HCS-TC2 deben expresar receptores de tipo integrina capaces de
reconocer a la secuencia -RGD- mediando, por tanto, en la interacción de las células BCS-
TC2 con la matriz.
Inhibición de la adhesión celular por péptidos
Dado que las células BCS-TC2 son capaces de adherirse a péptidos que contienen
las secuencias -ROD- e -IKVAV- (Figura 15), se procedió a estudiar la implicación de las
mismas en el reconocimiento de componentes de la matriz extracelular. Para ello, se
realizaron ensayos de inhibición de la adhesión a componentes de la ECM utilizando
diferentes péptidos sintéticos.
Como ya se ha comentado, el tripéptido RUD representa la secuencia mínima de
reconocimiento de diferentes proteínas adhesivas, como fibronectina y vitronectina, y podría
ser responsable del reconocimiento del colágeno de tipo 1 y de la laniinina en ciertos casos
(como en procesos de remodelación o de degradación de la matriz). Para comprobar la
implicación de esta secuencia en la unión de las células BCS-TC2 a la ECM, se realizaron
ensayos de inhibición de la adhesión a los diferentes sustratos incubando previamente las
células con los péptidos GRGDSP y GRGESP (como péptido control). Los resultados de
estos experimentos se recogen en la figura 16.
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Figura 16.- Inhibición de la adhesión celular a componentes de la ECM por el péptido GRGDSP y
GRGESP.
Las células se preincuban durante 45 minutos a 370C con 0,5 mg/mL de péptido y se dejan adherir
durante 30 minutos sobre superficies saturadas con LN, FN, Col 1 y Col IV (10 ¡.tg/mL). Las células
adheridas se valoran como se detalla en Materiales y Métodos. Los resultados se expresan como porcentaje
de células adheridas, considerando como 100% la adhesión a cada sustrato en ausencia de péptido. En todos
los casos se realizan cuatro experimentos con determinaciones por cuadruplicado.
La adhesión de las células BCS-TC2 a colágeno tipo 1 y tipo IV no se bloquea por
el péptido GRGDSP (Figura 16). Estos resultados sugieren que la interacción de las células
con estas proteínas tiene lugar a través de otras secuencias de reconocimiento diferentes de -
RUD-. En este sentido, aunque algunos autores afirman que las células se unen a colágeno
tipo 1 a través de la secuencia -ROn- (Dedhar et al., 1987), también otras secuencias
presentes en las moléculas de colágeno podrían participar en la unión a distintas integrinas,
entre ellas las secuencias -FYFDLR- o -DGEA- (Staaz et al., 1991; Underwood et al.,
1995). La secuencia -RGD- parece que no está expuesta en la superficie de la triple hélice
del colágeno de tipo 1 y probablemente no sea accesible a los receptores. Además hay que
considerar que, en diferentes tipos de células, la adhesión a colágeno mediada por la
integrina a
2~1 no se inhibe por péptidos lineales que contienen la secuencia -ROD-. Sin
embargo, se ha descrito que péptidos cíclicos con la secuencia -ROD- pueden inhibir la
unión de la integrina aj31 a este colágeno (Cardarelli et al., 1992). Por lo tanto no es
posible descartar que la utilización de un péptido cíclico inhibiera la adhesión celular sobre
colágeno de tipo 1.
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Como se puede apreciar, la adhesión a fibronectina se reduce en más de un 80% por
el péptido GRGDSP, mientras que el péptido control GRGESP no produce ningún efecto
(Figura 16). Por tanto, se estudió el efecto de diferentes concentraciones del péptido sobre
la adhesión a fibronectina (Figura 17). La adhesión se inhibe un 40% a concentraciones de
50 ¡.tg/mL de péptido GRGDSP y en casi un 90% cuando la concentración se eleva a 500
gg/mL (Figura 17). El péptido control GRGESP no produce un efecto significativo sobre
la adhesión a este sustrato.
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Figura 17.- Inhibición dc la adhesión celular a fibronectina por péptidos RGD.
Las células se preincuban durante 45 minutos a 370C con las cantidades indicadas de los péptidosy se dejan adherir durante 30 minutos a superficies saturadas con fibronectina (l0¡ig/mL). Las células
adheridas se valoran como se detalla en Materiales y Métodos. Los resultados se expresan como porcentaje
de células adheridas considerando como 100% la adhesión a fibronectina en ausencia de péptido.
En células SW-480. de adenocarcinoma de colon humano, la adhesión a
fibronectina, mediada por a
1~1j33 y a5~1, también se inhibe por el péptido RGDS, aunque
se requiere una concentración menor de péptido para conseguir el mismo porcentaje de
inhibición (Chiang et al., 1994). Por tanto, las células BCS-TC2 interaccionan con
fibronectina a través de la secuencia -ROD-. Este resultado sugiere que, probablemente, la
integrina a5fr pueda ser uno de los receptores de fibronectina en estas células, ya que dicha
integrina interacciona con la fibronectina a través del dominio de unión a células
RGD/PHSRN (Akiyama et al., 1995b).
Los estudios de inhibición también parecen indicar que la interacción célula-laminina
es independiente de ROD (Figura 16), como también ocurre en otras líneas celulares
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(Gehísen et al., 1989; Hynes, 1992). En otros casos, sin embargo, se ha demostrado que
el péptido GRGDS es un potente inhibidor de la adhesión celular al fragmento Pl de la
laminina, pero no bloquea la adhesión al fragmento E8 (Aumailley et al., 1990a,b),
implicándose a la integrina a431 en la unión al sitio ROD en el brazo corto de la cadena
a1 de la laminina (Tashiro et al., 1991). Esto sugiere que los receptores expresados por las
células BCS-TC2 implicados en la adhesión a laminina no interaccionan con el sitio RUD
de la proteína.
Teniendo en cuenta estos resultados, se analizó el efecto de diferentes péptidos
adhesivos, contenidos en la molécula de laminina, sobre la adhesión a esta proteína (Figura
18). El péptido CIKVAVS inhibe la adhesión a laminina, incluso a concentraciones muy
bajas (lgg/mL), consiguiéndose una inhibición casi total para 500 ¡ig/mL de péptido. Sin
embargo, utilizando diferentes péptidos que contienen la secuencia -YIGSR- sólo se
consigue una inhibición de aproximadamente el 30% en el caso del péptido de mayor
tamaño o del cíclico. Distintos estudios indican que este péptido no bloquea la adhesión a
ninguno de los fragmentos de laminina (Aumailley et al., 1990a), al contrario que otros
autores que encuentran inhibición (Graf et al., 1987b; Yudoh et al., 1996). Por tanto, la
adhesión células BCS-TC2-laminina, parece tener lugar principalmente por reconocimiento
del sitio CIKVAVS presente en el brazo largo de la cadena a1 de la molécula de laminina.
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Figura 18.- Inhibición de la adhesión celular a laminina por péptidos.
Las células se preincuban durante 45 minutos a 37
0C con las cantidades indicadas de los péptidos.
A continuación se dejan adherir a laminina durante 30 minutos y las células adheridas se valoran como se
detalla en Materiales y Métodos. Los resultados se expresan como porcentaje de células adheridas,
considerando como 100% la adhesión a laniinina en ausencia de péptido.
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3.1.2. EFECTO SOBRE LA EXTENSIÓN CELULAR
Comprobado el efecto de la ECM sobre la adhesión celular, se procedió a estudiar
el efecto de matrices y proteínas de la matriz sobre la extensión de las células BCS-TC2.
De las células adheridas, solamente un 5-10% empiezan a extenderse sobre plástico siete
horas después de la siembra (Figura 19A). En la figura 19B y C se puede observar,
comparándolas con el control sobre plástico, que tanto el número de células adheridas como
el grado de extensión celular se incrementa cuando las células BCS-TC2 se siembran sobre
matrices preformadas.
Como se observa en la figura 19, sobre los componentes individuales de la matriz
estudiados se produce extensión celular. Sobre los colágenos se observan células poligonales
y bipolares (Figura 19D y E), mientras que sobre fibronectina ~as células adquieren una
morfología bipolar (Figura 19F). Sobre laminina también se observan células con diferente
morfología. Aproximadamente un 20% de las células adheridas están bien extendidas
presentando una morfología bipolar y poligonal, mientras que el resto forma agregados
(Figura 19) que pueden ser el resultado de interacciones célula-célula mediadas por la
lamínina.
En las células de adenocarcinoma de mama MCF-7 también se ha descrito un efecto
contrario de laminina y fibronectina ya que inducen agrupamiento celular y extensión,
respectivamente (Noél et al., 1988). Este comportamiento podría ser un reflejo de la
heterogeneidad celular observada en tumores primarios, con la presencia de subpoblaciones
celulares que responden de forma distinta a factores de la matriz (Aznavoorian et al.,
1990). Al analizar la cinética de extensión se observa que las células se extienden más
rápidamente sobre laminina y fibronectina que sobre los colágenos estudiados.
Además, se analizó el efecto de los fragmentos E 1-4 y ES de la laminina sobre la
extensión celular. El fragmento E 1-4 induce principalmente interacciones célula-célula,
observándose grandes agregados en la monocapa con apariencia poligonal redondeada
(Figura 19H). Este comportamiento se debe probablemente a que el fragmento E 1-4,
constituido por los tres brazos codos de la laminina, contiene diferentes dominios
reconocidos por distintos receptores celulares, que podrían ser los responsables de la
agregación celular. Sin embargo, el fragmento E8 induce la extensión más que la
agregación celular (Figura 191).
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Figura 19.- Extensión de células BCS-TC2 sobre matrices extracelulares y proteínas de la matriz.
La extensión celular se visualiza por microscopia de contraste de fase tras 7 horas de adhesión sobre
plástico (A), matriz preformada por las propias células (B), o por fibroblastos (C), colágeno tipo 1 (0),
colágeno de tipo IV (E), fibronectina (F), laminina (O), y los fragmentos de laminina EI-4 (H) y ES
(l).(x lo).
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3.1.3. EFECTO SOBRE LA PROLIFERACIÓN CELULAR
El estudio del efecto de los componentes de la ECM sobre la proliferación de las
células BCS-TC2 se ha abordado bajo dos perspectivas diferentes: a) determinación de los
parámetros cinéticos a partir de las correspondientes curvas de proliferación obtenidas tras
la siembra de las células sobre las distintas proteínas de la matriz y, b) evaluación del
posible efecto mitogénico inducido por los componentes de la matriz tras su adición al
medio de cultivo como factor soluble.
Los resultados relativos a la determinación de los parámetros característicos de las
curvas de proliferación se recogen en la tabla VII, y muestran que no todos los sustratos
que promueven la adhesión y la extensión incrementan la proliferación celular. La fase de
latencia se acorta y se observa una disminución en el tiempo de duplicación medio cuando
las células crecen tanto sobre las matrices creadas por ellas mismas como por las
preformadas por fibroblastos, respecto al resto de sustratos. La reducción del tiempo de
latencia se podría relacionar con el incremento de la adhesión y extensióncelular observado
sobre estas matrices. La disminución en el tiempo de duplicación medio se podría deber a
la presencia en las matrices de factores de crecimiento.
Tabla VII. Parámetros de proliferación de las células BCS-.TC2 creciendo sobre diferentes sustratos.
Sustrato Fase latencia
(Días)
Tiempo duplicación
medio (Horas)
Densidad de saturación celular
(Células/cm2)xltY5
Plástico/ESA 2 39 6,0
f-ECM 1 28 7,2
tc-ECM 1 27 7,4
Gel colágeno 1 2 38 7,3
Extracto placenta 2 37 6,9
Colágenos8 2 38 6,1
Laminina 2 32 7,2
Fibronectina 1 29 7,4
Los parámetros cinéticos se obtienen de la fase logarítmica y estacionaria de las curvas de proliferación como
se indica en Materiales y Métodos. ‘No se observan diferencias significativas entre colágenos de tipo 1, IV,
y y gelatina. Los datos procedende tres experimentos independientes con detenninaciones por triplicado para
cada dato. El error experimental es inferior al 7% en todos los casos.
Sin embargo, los geles de colágeno y los extractos de placenta no influyen en los
parámetros de proliferación de las células BCS-TC2, a pesar de que estos sustratos
ncrementan la adhesión. Un resultado similar se ha descrito para las células I-IT-29
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creciendo en geles de colágeno de tipo 1 (East et al., 1992). Este comportamiento podría
deberse a la falta de rigidez mecánica de los geles, necesaria para soportar la extensión
celular. Sin embargo, cuando las células se siembran sobre una película de colágeno
tampoco se observa ninguna variación en los parámetros de proliferación respecto de los
obtenidos sobre plástico.
En las células sembradas sobre fibronectina se produce una disminución en la fase
de latencia, probablemente debida a la capacidad de esta proteína para inducir la extensión
de las células BCS-TC2 de una manera más rápida que los otros sustratos. Además tanto
la fibronectina como la laminina originan una disminución en el tiempo de duplicación
medio. La interacción célula-laminina y célula-fibronectina, mediada por integrinas, origina
señales al interior celular que contribuyen al control de la expresión génica, la regulación
de la diferenciación y el crecimiento celular (Lafrenie y Yamada, 1996). Además, se ha
descrito que la fibronectina estimula la proliferación celular (Akiyama et al., 1995a~b) y
que la unión de la integrina a5131 a la fibronectina promueve a la proliferación de las células
transformadas (Vamer et al., 1995).
Dado que la interacción de las células con componentes de la matriz a través de
receptores de tipo integrina origina la activación de rutas mitógenicas en el interior celular
(Yamada y Miyamoto, 1995), en un segundo tipo de estudio se ha analizado si los
componentes de la ECM ejercen efectos mitogénicos sobre las células BCS-TC2. La
incorporación de metil-
3H-timidina al DNA, medida de la síntesis de DNA, se utiliza para
evaluar el crecimiento celular y la respuesta mitogénica a diferentes factores. Por ello, se
valoró la incorporación de metil-3H-timidina en presencia de las proteínas de la matriz en
forma soluble, una vez que las células estén totalmente adheridas y extendidas a la
superficie de cultivo. Los resultados obtenidos indican que laminina, fibronectina y
colágenos de tipo 1 y IV incrementan la capacidad mitógenica de las células. Como se
observa en la figura 20, la incorporación de metil-3H-timidina se activa por laminina y
fibronectina respecto del control. En células de melanoma humano la fibronectina, o
fragmentos de ésta conteniendo la secuencia -RGD-, estimulan la síntesis de DNA pero sólo
en líneas celulares que expresan la integrina a
5~1. Los dos tipos de colágeno estudiados
producen un mayor efecto mitogénico sobre las células BCS-TC2 que el ejercido por
laminina y fibronectina, siendo similar al producido por suero fetal bovino (FCS) al 5%.
La fibronectina soluble interacciona con su receptor, la integrina a5~1, pero requiere altas
concentraciones, no fisiológicas (5-10 mg/mL) (Yamada y Kennedy, 1984). Por tanto, es
probable que la concentración fisiológica utilizada en el ensayo (20 gg/mL), no sea lo
suficientemente alta como para observar un efecto mitogénico muy acusado. Un hecho
similar puede tener lugar en el caso de la laminina. La mayor incorporación de metil-
3H-
timidina tiene lugar cuando las células se cultivan con FCS al 10%, efecto que se debe a
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que se aportan factores necesarios para inducir la síntesis de DNA, como por ejemplo,
factores de crecimiento.
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Figura 20.- Efecto mitogénico de proteínas de la matriz extracelular sobre las células BCS-TC2.
Las células se siembran y cultivan durante 24 horas en DMEM que contiene FCS al 5%.
Transcurrido este tiempo, se cambia el medio de cultivo y se mantienen durante 24 horas con DMEM
suplementado con FCS al 0,5%. Posteriormente las células se incuban en medio, libre desuero fetal bovino,
suplementado con el correspondiente factor a una concentración de 20~’g/mL o con diferentes concentraciones
de FCS, en presencia de metil-3H-timidina. Transcurridas 24 horas, se determina la incorporación de metil-
3H-timidina por las células, como se indica en Materiales y Métodos. Los resultados son la media de tres
experimentos en los que se realizan determinaciones por cuadruplicado.
3.2. RECEPTORES CELULARES IMPLICADOS EN LA INTERACCIÓN
CÉLULAS BCS-TC2-MATRIZ EXTRACELULAR
3.2.1. EXPRESIÓN DE INTEGRINAS
Los principales receptores celulares que reconocen a ligandos de la matriz
extracelular son los de tipo integrina. Por tanto, inicialmente se realizaron estudios de
citometría de flujo para determinar si estos receptores se expresan en las células BCS-TC2.
Utilizando anticuerpos específicos frente a diversas cadenas de integrinas, se ha
comprobado que las células BCS-TC2 expresan las subunidades de integrinas a
1, a2, a3,
a5, a6, P y ~34.La subunidad a4 no se expresa en esta línea celular (Figura 21).
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Figura 21.- Expresión de diferentes subunidades de integrinas determinada por citometría de flujo. 
Las células, mantenidas en condiciones estandar de cultivo se tripsinizan y se procesan para 
citometría de flujo como se detalla en Materiales y Métodos. Como primer anticuerpo se utilizan anti-a, 
(TS2/7), anti-a, (PlE6), anti-a, (PlB5), anti-a, (BIIG2) y anti-p, (ALEX114) (dilución 1: lOO), anti-a, 
(HP211) y anti-a, (GoH3) (dilución 1:50) y anti-p4 (3El) (dilución 1:lOOO). Como segundo anticuerpo se 
emplea anti-IgG de rata o de ratón marcado con FITC a una dilución 1: 100. En la figura se representa la 
intensidad de fluorescencia obtenida para el control (en negro), o para las células tratadas con los diferentes 
anticuerpos (en rojo). 
Teniendo en cuenta que en estos experimentos de citometría de flujo se han 
empleado concentraciones saturantes de anticuerpos, se observa que el 100 % de las células 
expresan las subunidades de las integrinas p, , a2, cz3 y a6, así como que los niveles de 
expresión de a, y a5 son considerablemente inferiores. Además, en estas células también 
se ha detectado la subunidad p4, aunque los niveles de expresión son inferiores a los de la 
subunidad PI. Estas subunidades de integrinas también se expresan en otras líneas celulares 
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de carcinoma de colon (HT-29, SW480, 5W620 y COLO 205), con la excepción de las
células HT-29 y 5W620 que no expresan las cadenas a5 y a1, respectivamente. Los
carcinomas in situ no expresan la subunidad a5, lo que puede estar indicando que esta
subunidad sólo se expresa en células de carcinoma de colon cuando éstas se ven expuestas
a fibronectina. Sin embargo, como ya se ha mencionado, las células HT-29 iii vitro no
expresan dicha subunidad. La expresión de integrinas que reconocen a laminina y colágeno
se observa en las células de carcinomas colorrectales, tanto in vivo como en líneas celulares
en cultivo. En ninguna de estas células se ha detectado la subunidad a4 (Koretz et al.,
1994).
Una vez conocidas las subunidades de integrinas expresadas por las células, se
procedió a determinar de qué manera estas subunidades se asocian para constituir los
heterodimeros a~. Para ello se realizaron ensayos de inmunoprecipitación de extractos
celulares marcados con
3R-glucosamina o con biotina.
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Figura 22.- Inmunoprecipitación de las integrinas expresadas en las células BC5-TC2.
Las células se marcan con
3H-glucosamina y los extractos celulares obtenidos se inmunoprecipitan
con anti-a
6 (GoH3) y anti-j31 (LIAl/2) como se indica en Materiales y Métodos. Análisis por PAGE-SDS
al 5% en condiciones no reductoras (A), y por PAOE-SDS al 7% en condiciones reductoras (B).
El análisis de los inmunoprecipitados, tras la electroforesis en geles de
poliacrilamida en presencia de SDS, muestra que el anticuerpo GoH3, que reconoce a la
subunidad a6, inimnunoprecipita tres proteínas de 200, 150 y 125 kDa (Figura 22A).
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Considerando que la inmunoprecipitación se ha realizado con un anticuerpo frente a la
subunidad a6 así como las movilidades electroforéticas de las bandas de proteína obtenidas,
éstas podrían corresponder a las subunidades ¡34~ a6 y [3, respectivamente (Hemíer et al.,
1989; Sonnenberg el al., 1990b; Nista el al., 1996). Si se analiza el inmunoprecipitado en
condiciones reductoras (Figura 22B) se aprecian dos bandas proteicas de 200 y 150 kDa que
se podrían asignar a la subunidad ¡34 y a un fragmento proteolítico de ésta. El dominio
citoplasmático de 134 es susceptible de degradación proteolítica, originándose fragmentos de
dicha subunidad capaces de asociarse a la subunidad a6 (Hemier et aL, 1989; Kajiiji et aL,
1989; Lee et al., 1992; Giancotti et al., 1992). Se observan además otras bandas de 130
y 120 kDa debidas a las subunidades f3, y a6, respectivamente. Por tanto, los resultados
sugieren que en las células BCS-TC2 la subunidad a6 probablemente se asocia con ambas
subunidades 13 formando los heterodímeros a431 y a6j34. En la figura 22A se puede observar
que la banda de proteína correspondiente a la subunidad ¡34 presenta una intensidad más
débil que la fr, lo que puede ser un reflejo de que las células expresan menor cantidad de
a434 que de cx431.
La integrina a431 se expresa en una gran variedad de células, entre ellas células
epiteliales y endoteliales, donde muestra una distribución polarizada en la superficie
basolateral (Sonnenberg, 1990b; Hogervorst et al., 1993; Terpe et al., 1994). Las células
de carcinoma de colon difieren en la expresión de las integrinas aj3~ y aj34. Por ejemplo,
las células ClonA expresan la integrina aj34 y las células RKO expresan a6¡31 (Lee et al.,
1992), mientras que las células LoVo expresan ambas (Daémi et al., 1995). Se cree que
la diferente expresión de los heterodímeros puede estar relacionada con la disponibilidad
de la subunidad ~34,de modo que cuando [34 está en exceso se forma únicamente aj34,
mientras que si [3,~está limitada se expresan tanto a434 como aj31. Este comportamiento
también se ha atribuido a diferencias estructurales, presencia de isoformas, en las
subunidades 134 y a6 lo que origina diferentes patrones de asociación (Lee et al., 1992).
Tras la inmunoprecipitación con el anticuerpo anti-[31 (LIAL/2) y el análisis por
PAGE-SDS en condiciones no reductoras, aparecen tres bandas de proteínas de masas
moleculares 210, 150 y 120 kDa. Estas podrían corresponder a las subunidades de
integrinas ~1, ~235 ~ ~,y [3’, respectivamente (Figura 22A) (Giancotti et al., 1992;
Bartolazzi a al., 1993; Nista et al., 1996). Si la electroforesis se realiza en condiciones
reductoras, se detecta una banda próxima a los 200 kDa, posiblemente debida a la
subunidad a,. Además, se produce un desdoblamiento de la banda de proteína de 150 kDa
detectada en condiciones no reductoras, en dos bandas diferentes, que por su masa
molecular (150 y 130 kDa) podrían ser a las integrinas a2 y a5 respectivamente, y una
banda muy ancha de mayor movilidad electroforética (125-130 kDa) que correspondería a
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las subunidades a3, a6 y ¡3’ (Figura 22B) (Staquet et al., 1990; Lee et al., 1992; Bartolazzi
etaL, 1993).
En la figura 22 se observa que a1 aparece como una banda tenue, probablemente
debida a bajos niveles de expresión. Sin embargo, se visualiza una banda muy intensa
correspondiente a la subunidad [3,(Figura 22A). En este caso, la intensidad de la banda se
puede atribuir a un alto nivel de dicha subunidad (Figura 21). Además, hay que considerar
que, en tejidos procedentes de cáncer colorrectal humano, el precursor pre-f31 (sin
glicosilar) podría asociarse con su correspondiente subunidad a. De esta manera, por
rnmunoprecipitación se podría detectar tanto la forma [3,madura (N-glicosilación), como
la forma precursora, de menor masa molecular (Fuj ita et al., 1995; Kim et al., 1995). En
la figura 22B, también aparece una banda ancha e intensa de 125-130 kDa, correspondiente
a la subunidad ¡3, aunque en este caso también contribuyen las subunidades a3 y a6.
Estos resultados sugieren que, en las células BCS-TC2, la subunidad [3,se asocia
con a,, a2, a3, a5 y a6. Para confirmar este aspecto, se realizaron inmunoprecipitaciones
de extractos celulares con anticuerpos específicos frente a las subunidades a de las
integrinas seguidos de análisis por PAGE-SDS en condiciones no reductoras. En la
inmunoprecipitación con el anticuerpo anti-a, (TS2/7) se observan dos bandas de proteínas
de 200 y 110-120 kDa correspondientes a la subunidades a, y I3~ (Figura 23A). La
inmunoprecipitación de los lisados con anti-a2, anti-a3 y anti-a5 da lugar a un patrón
idéntico que consiste en la subunidad común ¡3, de masa molecular 110-120 kDa, asociada
con las bandas especificas de 150-160 kDa correspondientes a a2,a3 y a5, respectivamente
(Figura 23B). De todos estos datos se puede concluir que los heterodímeros de integrinas
presentes en la superficie de las células BCS-TC2 son a,f3,, aj3,, ctjB,, a5j31, a43, y a434.
La integrina a3j131 se ha descrito prácticamente en todas las líneas celulares que
crecen en cultivo adheridas al sustrato (Hemler, 1990). Se ha postulado que su expresión
se debe a una adaptación de las células a las condiciones de cultivo, ya que se expresan
integrinas que reconocen a factores séricos. Esta molécula es capaz de actuar como receptor
para fibronectina, vitronectina, laminina y colágenos, y también participa en procesos de
adhesión célula-célula (Larjava a al., 1990; Elices et al., 1991). El heterodímero a213,
actúa habitualmente como receptor de colágenos (Santoro et al., 1991; Cardarelli et al.,
1992), aunque algunas lineas celulares, entre ellas las células ClonA, utilizan aj31 como
receptor de laminina (Lotz a al., 1990). La integrina a,¡31 es receptor para colágeno y
laminina (Hynes, 1992). La integrina aj3, es un receptor de fibronectina cuya expresión
frecuentemente se reduce en células tumorales, habiéndose descrito una correlación entre
esta baja expresión y la transformación maligna (Varner et al., 1992; Witkowski et al.,
1993).
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Figura 23.- Inmunoprecipitación de las integrinas expresadas en las células BCS-TCZ.
Las células se marcan con biotina (A) o con
3H-glucosamina (B) y los extractos se inmunoprecipitan
con anti-ct, (1S2/7), anti-a, (AB1936), anti-a
3 (AB1920) y anti-a5 (Mabl986), como se indica en Materiales
y Métodos, y se analizan mediante PAGE-SDS al 7% (A) o al 5% (B) en condiciones no reductoras.
La expresión de receptores de tipo integrina no siempre se correlaciona con su
actividad funcional (Mercurio, 1995). Además, como se ha comentado previamente, las
integrinas pueden reconocer como ligando a más de un componente de la matriz
extracelular. La especificidad de ligando parece estar determinada en gran parte por la
combinación particular de las subunidades ex y ¡3, aunque otros factores tales como el
procesamiento alternativo y el grado de activación de la integrina también pueden
contribuir. Por tanto, una vez conocidos los heterodímeros presentes en las células BCS-
TC2 se plantea el estudio de la especificidad de dichos receptores por los ligandos de la
matriz extracelular. Con este fin se realizan ensayos de inhibición de la adhesión a los
distintos componentes de la matriz extracelular por anticuerpos específicos anti-integrinas
así como cromatografias de afinidad.
3.2.2. RECEPTORES CELULARES iMPLICADOS EN LA ADHESIÓN DE LAS
CÉLULAS BCS-TC2 A COMPONENTES DE LA ECM
Inhibición de la adhesión celular por anticuerpos anti-integrina
En los ensayos de inhibición de la adhesión se puede determinar la especificidad de
unión de las integrinas usando anticuerpos que inhiban la función de integrinas individuales.
Inicialmente se estudió el efecto de diferentes anticuerpos anti-integrinas sobre la adhesión
a laminina, fibronectina, colágeno tipo 1 y colágeno tipo IV.
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Figura 24.- Efecto de anticuerpos anti-integrinas sobre la adhesión de células BCS-TC2 a proteínas
de la ECM.
Las células se incuban durante 45 minutos a 370C con anticuerpos anti-a1, anti-a,, anti-a6 y anti-13,
(dilución 1:10), anti-a3 y anti-a5 (dilución 1:450), y anti-134 (dilución 1:50). Posteriormente las células se
dejan adherir, durante 30 minutos, sobre superficies saturadas con 10 pg/mL de LN, FN, Col 1 o Col IV.
El número de células adheridas se determinan como se detalla en Materiales y Métodos. Los resultados se
expresan como el porcentaje de células adheridas respecto de la adhesión control a cada sustrato en ausencia
de anticuerpo (100%), y proceden de cuatro experimentos realizados con determinaciones por cuadruplicado.
Como se observa en la figura 24 los anticuerpos anti-[3, y anti-cz5 inhiben de manera
significativa la adhesión a fibronectina, mientras que sobre laminina, a la concentración de
anticuerpo utilizada, solamente se observa un fuerte bloqueo de la adhesión en presencia
de anticuerpos anti-a6. La adhesión de las células BCS-TC2 sobre ambos tipos de colágeno
se inhibe por anticuerpos anti-¡3, y anti-ct2. Con estos resultados iniciales, se procede a
estudiar en mayor profundidad los receptores celulares implicados en la adhesión a los
diferentes sustratos.
Receptores celulares implicados en la adhesión célula-flbronectina
Efecto de anticuerpos anti-integrinas en la adhesión a fibronectina
Puesto que solamente los anticuerpos anti-a5 y anti-[3, inhiben la adhesión de manera
significativa a fibronectina, se estudió el efecto de diferentes concentraciones de estos
anticuerpos sobre la adhesión a esta glicoproteina.
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Figura 25.- Inhibición de la adhesión celular a fibronectina por anticuerpos anti-integrina.
Los experimentos de inhibición de la adhesión por anticuerpos se ¡levan a cabo como se detalla en
Materiales y Métodos. Las células tripsinizadas se incuban durante 45 minutos a 37
0C con diferentes
concentraciones de los anticuerpos. Posteriormente, las células se dejan adherir durante 30 minutos sobre
pocillos saturados con lOj.tg/inL de fibronectina, tras lo cual se valora el número de células adheridas. Los
resultados se expresan en porcentaje de células adheridas respecto de las adheridas al sustrato en ausencia
de anticuerpo (100%), y proceden de cuatro experimentos realizados con determinaciones por cuadruplicado.
Anticuerpos anti-¡3, producen un fuerte bloqueo de la adhesión celular, ya que para
una dilución 1:100 se obtiene una inhibición del 80%, mientras que el anticuerpo anti-cx
5
origina una total inhibición a una dilución 1:100 (Figura 25). Estos resultados sugieren que
la integrina a5[3, es el principal receptor en las células BCS-TC2 responsable de la adhesión
a fibronectina. Parece, por tanto, que la integrina a3¡3,, descrita como receptor de
fibronectina, no participa como tal en este caso. Las células HT-29, que no expresan a513,
pero sí ti3¡3j, no son capaces de interaccionar con fibronectina, lo que indica que este
heterodímero a3¡3, tampoco participa en dicha interacción (Varner et al., 1995).
Croinatografla de afinidad Sepharose-fibronectina
Para confirmar los resultados obtenidos en los experimentos de inhibición de la
adhesión, se purificaron las integrinas capaces de interaccionar con fibronectina realizando
cromatografias de afinidad Sepharose-fibronectina en presencia de I.~4~.>2+. Este catión
favorece la interacción integrina-ligando y, por tanto, la retención de las integrinas en la
Sepharose-f¡bronectina. Las proteínas unidas de manera específica al ligando se eluyen con
EDTA.
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Figura 26.- Análisis electroforético de la cromatografía de afinidad en Sepharose-fibronectina.
Extractos celulares marcados con biotina se aplican en columnas de Sepharose-FN y las proteinas retenidas
se eluyen con EDTA como se indica en Materiales y Métodos. (A) Las distintas fracciones eluidas con EDIA
(1 a 4) se analizan por PAGE-SDS al 5% en condiciones no reductoras. (B) Inmunoprecipitación dc la
fracción 2 del eluido con EDTA con anti-J3, (LIAI/2) o anti-a, (Mabl986) y análisis del inmunoprecipitado
por PAGE-SDS al 5% en condiciones no reductoras. Tras la electroforesis se lleva a cabo el proceso de
transferencia e identificación de las proteínas biotiniladas mediante tinción con avidina-peroxidasa y revelado
por ECL.
En la figura 26 se recoge el patrón de proteínas retenidas en la columna de
Sepharose-fibronectina tras someterlas a PAGE-SDS en condiciones no reductoras. Se
detecta la presencia de dos bandas de proteína de 120 y 160 kDa (Figura 26A, carril 2),
además de otras proteínas de mayor movilidad electroforética. Para identificar las integrinas
se realiza una inmunoprecipitación con distintos anticuerpos frente a las distintas cadenas
a y frente a [3,y posterior análisis por PAGE-SDS. Sólo se obtuvo resultado positivo con
los anticuerpos anti-a5 y anti-¡3, (Figura 26B). En ambos casos se obtienen dos bandas de
proteína de 120 y 160 kDa, masas moleculares que corresponden a las integrinas [3,y a5
(Adams y Watt, 1990). Por tanto, se pone de manifiesto que la principal integrina implicada
en la unión a fibronectina es a5[3,, confirmando el resultado obtenido en los experimentos
de inhibición de la adhesión.
Dicha integrina interacciona con el sitio de unión a células de la fibronectina que
contiene las secuencias RGD/PHSRN (Akiyama et al., 1995b). Como se ha indicado
anteriormente (Figura 16 y 17), la adhesión de las células BCS-TC2 a fibronectina es
inhibida por péptidos que contienen la secuencia -ROD-, lo que confirma la implicación de
la integrina a43, en la adhesión a fibronectina en estas células.
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Receptores celulares implicados en la adhesión célula-colágeno
Efecto de anticuerpos anti-integrinas en la adhesión a colágeno tipo 1 y tipo IV
La adhesión sobre colágeno tipo 1 y IV se inhibe si las células se tratan con
anticuerpos anti-a2 y anti-[3,, como se recoge en la figura 24. Por tanto se estudió el efecto
de diferentes concentraciones de estos anticuerpos, observándose que la inhibición es, en
todos los casos, dependiente de la concentración de anticuerpo utilizada.
El anticuerpo AJJB2 (anti-¡3,) inhibe fuertemente la adhesión de las células BCS-TC2
a colágenos tipo 1 y IV, consiguiéndose una inhibición del 95% a una dilución 1:100 del
medio de cultivo de hibridomas (Figura 27).
52
-J
wo
z
~0
Co
w1
o
100
80
60
40
20
100
80
60
40
20
Figura 27.- Inhibición de la adhesión celular a colágenos por anticuerpos anti-integrina.
La inhibición de la adhesión por anticuerpos se ha llevado a cabo como se detalla en Materiales y
Métodos. Las células tripsinizadas se incuban durante 45 minutos a 37
0C con diferentes concentraciones de
los anticuerpos y se dejan adherir, durante 30 minutos, sobre pocillos saturados con l0¡g/mL de colágeno
tipo 1 (A,B) o tipo IV (C,D), tras lo cual se valora el número de células adheridas. Los resultados se
expresan en porcentaje de células adheridas respecto del control correspondiente en ausencia de anticuerpo
(100%), y proceden de cuatro experimentos realizados con determinaciones por cuadruplicado.
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El anticuerpo anti-a, inhibe, a una dilución 1:10, un 70% la adhesión a colágeno
de tipo 1 y IV. Los resultados sugieren que la integrina a2¡31, probablemente, es el principal
receptor celular que media en la interacción a los dos tipos de colágenos estudiados, como
ocurre en la mayoría de las células epiteliales. Sin embargo, no se consigue el 100% de
inhibición con anticuerpos anti-ct2, lo que podría indicar la presencia de algún mecanismo
adicional de adhesión, como la participación de la integrina a,¡3, también descrita como
receptor para el colágeno de tipo 1 y IV (Gullberg et al., 1992; Pfaff et al., 1993). Sin
embargo, los anticuerpos anti-a, utilizados (TS2/7 y 5E8D9) no bloquean la adhesión a
colágenos, aunque sí que lo hacen en otras líneas celulares (Yamamoto et al., 1995). El
resto de anticuerpos no ejercen efecto, como se recoge en la figura 24.
Cromatograflas de afinidad Sepharose-colágeno de t¡~o 1
Una vez determinadas las integrinas implicadas en la interacción célula-colágeno,
se procedió a su identificación mediante cromatografias de afinidad Sepharose-colágeno tipo
1. El análisis electroforético, en condiciones no reductoras, de las proteínas retenidas pone
de manifiesto la presencia de tres bandas de proteína de 210, 150 y 120 kDa (Figura 28A)
que, por sus masas moleculares, podrían corresponder a las integrinas ex,, ex2 y [3~
respectivamente. Para identificar estas proteínas se inmunoprecipitan las proteínas eluidas
con EDTA con distintos anticuerpos anti-integrinas, obteniendo sólo inmunoprecipitado
cuando se utilizan anticuerpos anti-ex2 o anti-¡3,. El análisis electroforético en condiciones
no reductoras del inmunoprecipitado con anti-a2 indica la presencia de bandas de proteínas
de 150 y 120 kDa (Figura 28B). Cuando se realiza la ininunoprecipitación con anticuerpos
anti-[3, se observan tres bandas de proteína de 210, 150 y 120 kDa, que probablemente
corresponden a las subunidades de integrinas ex1, ex2 y [3~.Por tanto, estos resultados
sugieren que, en las células BCS-TC2, la integrina a2¡31 es el principal receptor para los
colágenos, aunque en esta interacción también podría participar la integrina ex,[3,. Puesto
que el péptido GRGDSP no inhibe la adhesión celular a colágenos de tipo 1 y tipo IV
(Figura 16), la interacción a través de estas dos integrinas parecer ser independiente de
RGD, como han indicado otros autores (Vanderberg et al., 1991; Gullberg et al., 1992;
Pfaffet al., 1993).
En este sentido se ha propuesto que el péptido FYFDLR participa en la unión de
las integrinas ex,[3, y ex2[31 al colágeno de tipo IV (Vandenberg et al., 1991; Underwood et
al., 1995), y que el péptido DGEA está implicado en la unión de la integrina ex2[31 al
colágeno de tipo 1 en células de carcinoma de mama y plaquetas (Staaz et al., 1991). La
integrina ex,[3, reconoce un conjunto de dos residuos, aspártico en la cadena a1(IV) y
arginina en la cadena a2(IV) de la superficie de la triple hélice del colágeno de tipo IV
(Eble et al., 1993; Yamamoto et al., 1994b).
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Figura 28.- Análisis electroforético de la cromatografla de afinidad en Sepharose-colágeno tipo 1.
Extractos celulares marcados con biotina se aplican a columnas de Sepharose-Col 1 y las proteinas
retenidas se eluyen con EDTA. (A) Las fracciones eluidas con EDIA (1 a 4) se analizan por PAGE-SDS
al 5% en condiciones no reductoras. (fl) Inmunoprecipitación de la fracción 2 deI eluido con EDTA con anti-
3, (LIAl/2) o anti-a, (Mabl936) y análisis del inmunoprecipitado por PAGE-SDS al 5% en condiciones no
reductoras. Tras la electroforesis se lleva a cabo el proceso de transferencia e identificación de las proteínas
biotiniladas mediante reacción con avidina-peroxidasa y revelado por ECL.
Receptores celulares implicados en la interacción célula-laminina
Efecto de anticuerpos antí-integrinas en la adhesión a laminina
Las células BCS-TC2 expresan las integrínas a
1¡3,, a2[3,, ex3¡3,, aj31 y ex434, todas
potenciales receptores para la laminina. Por tanto, resulta interesante analizar el efecto de
diferentes anticuerpos anti-integrinas para detenninar las que están implicadas en la
interacción con laminina (Figura 24). Sólo el anticuepo anti-ex6 (GoH3) inhibe
significativamente la adhesión a laminina, consiguiéndose para una dilución 1:10 del
anticuerpo una inhibición algo superior al 60% (Figura 29). Resultados similares a estos
se han obtenido con la misma dilución de anticuerpo en células B16 de melanoma (Ramos
et al., 1990), un 60% de inhibición en células ClonA con Sgg/mL de concentración de
anticuerpo (Lee et al., 1992) y una inhibición casi total de la adhesión en células HTIOSO
y OVCAR-4 (Sonnenberg et al., 1990a; Aumailley et al., 1990b). Este anticuerpo bloquca
selectivamente la adhesión celular al fragmento ES de la laminina, pero no al Pl, en
plaquetas, fibroblastos y células tumorales (Sonnenberg et al., 1990a; Aumailley et al.,
1990a). Estos resultados sugieren que la subunidad ex6 está implicada en la adhesión de las
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células BCS-TC2 a laminina. Sin embargo, puesto que no se consigue una inhibición total
de la adhesión con anticuerpos anti-ex6, se debe estudiar la posible implicación de otras
subunidades ex de las integrinas.
Anticuerpos TS2/7 frente a la integrina ex, activan la adhesión de las células BCS-
TC2 a laminina, mientras que anticuerpos anti-ex1 5E8D9 no producen ningún efecto.
Anticuerpos anti-ct2, a una concentración que inhibe fuertemente la adhesión celular sobre
colágeno, utilizados a la misma concentración, sólo inhiben ligeramente la adhesión sobre
laminina. Los anticuerpos anti-a3 (PlB5) también inhiben ligeramente la adhesión (Figura
24). Este anticuerpo bloquea parcialmente la interacción de células HTlO8O a la laminina-1
(Wayner y Carter, 1987); sin embargo, otros autores no han encontrado efecto en la
adhesión de células HTlOSO, OVCAR-4 y de carcinoma de vejiga (Sonnenberg et al.,
1990a; Aumailley et al., 1990a; Nista et al., 1996).
Anti-«6 Anti4i,120 (GoH3> (AIIB2)
o
100~
D
80(3
z
.~ 60
(/2
w
~ 40-
o
20
C 1:1000 1:500 1:100 1:10 C 1:10 1:5 1:2 1:1
Figura 29.- Inhibición de la adhesión celular a laminina por anticuerpos anti-integrina.
Los experimentos de inhibición de ¡a adhesión por anticuerpos se llevan a cabo como se detalla en
Materiales y Métodos. Las células tripsinizadas se incuban durante 45 minutos a 37
0C con diferentes
concentraciones de los anticuerpos. Posteriormente las células se dejan adherir, durante 30 minutos, sobre
pocillos saturados con lOpgImL de laminina, tras lo cual se valora el número de células adheridas. Los
resultados se expresan en porcentaje de células adheridas respecto de las adheridas al sustrato en ausencia
de anticuerpo (100%), y proceden de cuatro experimentos realizados con determinaciones por cuadruplicado.
Se ha comprobado el efecto de la combinación de anticuerpos anti-a
2 y anti-a3 con
anticuerpos anti-ex6, lo que origina una ligera mayor inhibición que la producida por cada
uno de los anticuerpos individualmente. Estos resultados sugieren que probablemente existe
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una contribución adicional en la adhesión a laminina proporcionada por otras integrinas
tales como a431 y a:3131. En concreto, a2j3~ actúa como receptor para esta proteína en
células ClonA, de carcinoma de colon (Lotz et al., 1990; Lee et al., 1992). Además, se
ha descrito que la integrina a2[31 puede estabilizar la adhesión iniciada por el heterodimero
a431, y también es posible que la ocupación de este heterodímero “active” la unión a
laminina de ex2[31 (Lee a al., 1992). La cooperación de integrinas en la unión a laminina
se ha descrito en otras líneas celulares (Lotz et al., 1990; Carter et al., 1990; Hall et al.,
1990; Rabinovitz et al., 1995). En células de carcinoma de vejiga, el anticuerpo anti-a3
utilizado en nuestro sistema (PlB5) no produce ningún efecto individualmente pero una
mezcla de anti-a6 (GoH3) y anti-a3 (PIBS) bloquea completamente la adhesión a laminina,
lo que sugiere una coparticipación de los receptores ex3[31 y aj31 (Nista et al., 1996). En
células de carcinoma de próstata la integrina ex3 está implicada en la adhesión a laminina
en coparticipación con a6[34 (Rabinovitz eL al., 1995).
Teniendo en cuenta todos estos resultados se puede concluir que en la adhesión de
las células BCS-TC2 a laminina están implicadas integrinas de la familia [3~,participando
la integrina «6131 principalmente, además de ex2j31 y ex3[3. La adhesión mediada por las
integrinas a43~ y ex6[31 justificaría la adhesión celular al fragmento ES, ya que se ha
postulado que ambas integrinas reconocen este fragmento en la molécula de laminina
(Aumailley etal., 1987; Gehísen etal., 1992a). Por otro lado, la integrinactj31 contribuiría
a la adhesión celular al fragmento E 1-4, ya que este receptor reconoce la secuencia -
YGYYGDALR- localizada en la cadena fr de la laminina próxima a la intersección de la
cruz (Underwood et al., 1995).
Cuando se estudió el efecto de anticuerpos anti-[31, se comprobó que sólo a altas
concentraciones, el anticuerpo AIIB2 inhibe la adhesión a laminina (Figura 29). Así por
ejemplo, a una dilución 1:100 del anticuerpo, dilución a la cual la adhesión a fibronectina
y colágenos se inhibe está casi completamente, no se observa ningún efecto sobre la
adhesión celular a lamiina. Estos resultados, al contrario que los obtenidos con anticuerpos
frente a las subunidades a, podrían indicar que las integrinas de la familia [3~no están
implicadas en la interacción con laminina. Sin embargo, hay que considerar que la
interacción del anticuerpo anti-j31, en el caso de a6 f3~, puede ser específica pero de baja
afinidad, o bien que los niveles de aj3~ sean tan altos que en ambos casos se requiera una
concentración muy superior de anticuerpo para conseguir bloquear la interacción (Figura
29). Otra posibilidad a considerar sería que la subunidad [3~implicada en la interacción con
laminina presente un diferente grado de glicosilación que el resto de la subunidades [3k. En
este caso los hidratos de carbono podrían dificultar la unión del anticuerpo a la integrina.
También podría darse el caso de que la conformación que adquiere [3í al interaccionar con
«6 sea distinta a la que adquiere al interaccionar con otras subunidades ex.
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El hecho de que la inhibición por anticuerpos anti-j31 no sea total podría sugerir la
participación de otros receptores. Puesto que las células BCS-TC2 expresan el receptor
«434, se comprobó el efecto de anticuerpos 3E 1 frente a la integrina ¡34 sobre la adhesión
celular a laminina. Sin embargo, estos anticuerpos no modifican la adhesión a esta
glícoproteina (Figura 24). En las células de cáncer de colon ClonA, por el contrario, se
consigue un 30% de inhibición con los anticuerpos anti-[34 (A9), y se implica al
heterodímero ex434 en la interacción con laminina (Lee et al., 1992). La función de la
integrina «6134 como receptor de laminina ha sido objeto de estudio en muchas líneas
celulares, obteniéndose resultados diversos y contradictorios. En células de carcinoma de
próstata y colorrectal se ha postulado que la integrina a434 es un receptor para esta proteína
(Niessen et al., 1994; Rabinovitz eL al., 1995; Chao eta?., 1996), mientras que en células
de adenocarcinoma de mamase pone en duda tal función (Sonnenberg et al., 1990a). Otros
autores sugieren que la integrina «434 puede participar no en la adhesión inicial de las
células a laminina, sino en un estado más tardío de la adhesión, como se ha descrito para
queratinocitos (De Luca et al., 1990). Hay que considerar que la ruptura proteolítica de las
moléculas j34 origina la pérdida de la parte principal del dominio citoplasmático, lo que
podría alterar la actividad de unión al ligando, así como las conexiones con el citoesqueleto
(Giancotti eL al., 1992; Chao eL al., 1996). Dicha ruptura proteolitica podría justificar en
parte el diferente comportamiento de la integrina «434 dependiendo de la línea celular.
Además de participar en los procesos de adhesión celular, esta integrina está implicada en
la formación de hemidesmosomas y en la diferenciación y la supervivencia celular (Dowling
eta?., 1996).
Las células expresan en su superficie lectinas y galactosiltransferasa que pueden unir
los hidratos de carbono de la molécula de la laminina. Por tanto, se planteó estudiar si en
la interacción de las células BCS-TC2 con la matriz extracelular participan este tipo de
interacciones, lo que justificaría, en parte, que no se consiga una total inhibición por
anticuerpos anti-integrina. Para ello, se realizaron experimentos de inhibición de la adhesión
a laminina preincubando las células con lactosa (Figura 30). En estos experimentos se
produce una inhibición de la adhesión a laminina, consiguiéndose un 70% de inhibición
para una concentración 50 mM de lactosa. Este resultado indicaría que las lectinas
participan en la interacción con laminina a través del reconocimiento de residuos de
galactosa de la proteína. Sin embargo, en otros casos se ha descrito que esta unión puede
promover la extensión y la salida de neuritas pero que no es esencial para la fase inicial de
adhesión (Dean eL al., 1990; Chandrasekaran eL al., 1991).
Puesto que las células BCS-TC2 expresan el receptor de alta afinidad para laminina
(López-Conejo eL al., 1996; Olmo eL al., 1997), se estudió la contribución de dicho
receptor en la adhesión celular a laminina. Para ello se comprobó el efecto de dos
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anticuerpos monoclonales (MLUC5 y MLUC6) que reconocen al receptor de alta afinidad.
Como se observa en la figura 30, a ninguna de las diluciones estudiadas de ambos
anticuerpos se observa inhibición de la adhesión celular a laminina. Este hecho puede
deberse a la ya cuestionada participación de este receptor en la adhesión (Mechan, 1991)
o a que estos anticuerpos no presenten actividad inhibitoria. Algunos autores ya han
observado que los anticuerpos MLUC5 y MLUC6 no ejercen ningún efecto en la adhesión
celular (Martignone eL al., 1992). Actualmente no hay descrito ningún anticuerpo frente a
la proteína de 67 kDa que inhiba la adhesión celular.
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Figura 30.- Efecto de lactosa, anticuerpos anti-67 tWa y anti-5-nucleotidasa sobre la adhesión celular
a laminina.
La inhibición de la adhesión se lleva a cabo como se detalla en Materiales y Métodos. Las células
tripsinizadas se incuban durante 45 minutos a 370C con 50 mM de lactosa, con anticuerpos anti-67 kfla(dilución 1:100), con un anticuerpo policlonal anti-5’-nucleotidasa (dilución 1:100) o con un suero control.
Posteriormente, las células se siembran sobre pocillos saturados con LN a 10 .tg/mL, y las células se dejan
adherir durante 30 minutos. Los resultados se expresan en porcentaje de células adheridas respecto de las
células adheridas a laminina en ausencia de lactosa o anticuerpo, y proceden de tres experimentos
independientes realizados con detenninaciones para cada dato por cuadruplicado. El error experimental es
inferior al 10%.
La interacción de la 5 ‘-nucleotidasa con laminina y fibronectina sugiere una función
de la ectoenzima en el reconocimiento de componentes de la matriz extracelular, pudiendo
actuar también como modulador en el proceso de adhesión y en la locomoción celular
(Tumay 1989; Olmo et al., 1992; Olmo y Lizarbe, 1994). Por lo tanto, se han realizado
ensayos de inhibición de la adhesión con anticuerpos policlonales obtenidos frente a la
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enzima de las células BCS-TC2 (Navarro eta?., 1997). En dichos experimentos se consigue
una adhesión del 75% para una dilución 1:100 del anticuerpo (Figura 30). El efecto es
específico, puesto que con suero control no se produce ningún efecto sobre la adhesión
celular. Por tanto, es probable que la 5’-nucleotidasa actúe como receptor de laminina en
las células BCS-TC2.
Los estudios de inhibición permiten concluir en la interacción células BCS-TC2-
laminina tiene lugar a través del reconocimiento de secuencias específicas en la molécula
por receptores de tipo integrina, así como por el reconocimiento de residuos de galactosa
por las lectinas presentes en la superficie celular. Además en dicha interacción pueden
participar otras moléculas como la ectoenzima 5’-nucleotidasa.
Ident~flcac¡ón de receptores de laminina en células BCS-TC2
Cuando se realiza una cromatografia de extractos celulares en Sepliarose-laminina
quedan retenidas dos proteínas de 165 y 120 kDa que se eluyen con EDTA. Además, se
observan otras bandas que corresponden a proteínas de menor masa molecular (Figura
31A). La identificación de las integrinas retenidas se ha realizado inmunoprecipitando las
proteínas eluidas con EDTA con diferentes anticuerpos anti-a y con anticuerpos anti-[31.
obteniéndose resultado positivo sólo cuando se utilizan anticuerpos frente a las subunidades
«6 y [3í. Como se observa en la figura 3 iB, tras analizar el inmunoprecipitado por PAGE-
SDS en condiciones no reductoras se obtienen dos bandas correspondientes a proteínas de
165 y 120 kDa de masa molecular, que coinciden con las descritas para las integrinas [3i
ya6 respectivamente (Mm et al., 1995; Nista et al., 1996). Estos resultados, junto con los
ensayos de inhibición con anticuerpos anti-6 y anti-j31, sugieren que la integrina «43, es
la principal integrina implicada en la unión a laminina, como ya se ha descrito en plaquetas,
células de melanoma y células de cáncer de colon (Sonnenberg eta?., 1988b; Ramos et al.,
1990; Kim eL al., 1995). La inhibición producida por estos anticuerpos no es total, lo que
implica la participación de otros receptores. De hecho, de la columna Sepharose-laminina
se eluye una proteína minoritaria de masa molecular 210 kDa. Esta proteína tiene menos
afinidad por la laminina, ya que eluye a fuerza iónica 0,2 M pero no con EDTA. Una
proteína similar (180 kDa), detectada en células de melanoma (Ramos et al., 1990), se ha
propuesto como la integrina a1. Sin embargo, por su masa molecular también podría
corresponder a la integrina [3d, resultado que se debería confirmar. En muchos casos, el
heterodímero «6134 no se retiene en este tipo de columnas. Algunos autores afirman que la
unión de «434 a laminina es dependiente de que la Sepharose-laminina esté recién
preparada, sugiriendo que el estado físico o la conformación de la proteína es crítica para
esta unión (Lee eta?., 1992).
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Figura 31.- Análisis electroforético de la cromatografía de afluidad en Sepharose-laminina.
Extractos celulares marcados con biotina se aplican en columnas de Sepharose-LN y las proteínas
retenidas se eluyen con FOTA. (A) Las distintas fracciones cluidas con FOTA (1 y 2) se analizan por PAGE-
SOS al 5% en condiciones no reductoras. (B) Inmunoprecipitación de la fracción 1 del eluido con EDTA con
anti-¡31 (LIAI/2) o anti-u6 (0o143) y análisis del inmunoprecipitado por PAGE-SOS al 5% en condiciones
no reductoras. Tras la electroforesis se lleva a cabo el proceso de transferencia e identificación de las
proteínas biotiniladas mediante reacción con avidina-peroxidasa y revelado por ECL.
3.2.3. EFECTO DE CATIONES DIVALENTES EN LA INTERACCIÓN CÉLULA-
MATRIZ EXTRACELLJLAR
Las integrinas requieren cationes divalentes no sólo para su dimerización, sino
también para su unión al ligando (Loftus et al., 1990; Gulino et al., 1992). Los cationes
pueden modular tanto la afinidad como la especificidad de las integrinas. Se ha sugerido
que la principal función de los cationes divalentes es provocar un cambio conformacional
en la integrina y desplazar el equilibrio entre su estado activo e inactivo (Mould el al.,
1995a; Humphries, 1996). Puesto que las células BCS-TC2 interaccionan con la matriz
extracelular a través de integrinas, se ha estudiado el efecto de distintos cationes divalentes
en estas interacciones.
Los resultados obtenidos se recogen en la figura 32. Todos los cationes divalentes
empleados incrementan la adhesión a laminina, siendo la efectividad obtenida
~ Las integrinas aj3~, «2131 y 6(t requieren Mg2~ y/o
Mn2~ para su unión al ligando, mientras que el Ca2~ inhibe esta unión (Grzesiak el al.,
1992; Lallier y Bronner-Fraser, 1992; Hara eta?., 1994). Sin embargo, la adhesión de las
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células BCS-TC2 a laminina se incrementa prácticamente al doble en presencia de cationes
Ca2~ respecto del control. Este resultado está de acuerdo con estudios que indican que la
laminina contiene dominios reconocidos por integrinas dependientes de calcio (Kramer eL
al., 1990). Hay que considerar, además, que el heterodímero «3131 requiere Ca2~ para
unirse a la laminina (Elices eta?., 1991). Por tanto, es probable que, en estas células, este
catión incremente la afinidad de la integrina «3131 por laminina. Por otro lado, la integrina
«6134 se une a laminina en presencia de Mg2~ o Mn2~ (Lee et al., 1992).
2+ 2+ 2+ 2+ 2+O Mn Mg Co Ca Zn 2+ 2+ 2+ 2+O Mn Mg Co Ca Zn2~
Figura 32.- Efecto de cationes divalentes en laadhesión de las células BCS-TC2 a proteínas de la ECM.
Lascélulas se recogen por tripsinización, se lavan dos veces con PBS/EDTA 1 mM y se resuspenden
en tampón Tris lOmM, pH 7,5, NaCí 0,15M, KCI 5mM ,Glutamina 2mM, Glucosa l,8rnM y BSA al 1%,
en presencia o ausencia del catión divalente correspondiente a una concentración 2mM. Las células se
siembran sobre LN, FN, Col 1 y Col W (lOpg/mL). Se valora el número de células adheridas después de
30 minutos mediante el método colorimétrico descrito en Materiales y Métodos. Los resultados se expresan
como incremento en la adhesión celular respecto de la obtenida en ausencia de cationes, a la que se asigna
el valor de 1.
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Los cationes Mn2~ y Co2~ incrementan la adhesión a fibronectina, mientras que
Mg2~ y Zn2~ lo hacen muy ligeramente, y el catión Ca2* no ejerce ningún efecto. La
interacción de las células BCS-TC2 con esta proteína tiene lugar a través de la integrina
a43~. Estos resultados coinciden con otros que indican que el reconocimiento del ligando
por este heterodimero «513[ está favorecido por cationes Mn2~, Mg2~ pero no por Ca2~
(Mould el al., 1995a,b). Además el Mn2~ confiere una mayor afinidad de unión por el
ligando que el Mg2~ (Mould et al., 1995a,b). Sin embargo, otros estudios indican que esta
integrina se une a fibronectina en presencia de cationes Ca2~, además de Mg2~ y/o Mn2~
(Gailit y Ruoslahti, 1988; Kirchhofer et al., 1991). En las células BCS-TC2 la interacción
célula-fibronectina es independiente de cationes Ca2~.
La adhesión de las células BCS-TC2 a los colágenos se incrementa por Co2~, Mn2~,
Mg2~ y Zn2~. Sin embargo, la adhesión no se afecta por Ca2~. Estos resultados coinciden
con otros, que indican que las integrrnas «2131 y aj3~ requieren Mn2~ y Mg2~, pero no
Ca’~ para su interacción con el ligando (Grzesiak et al., 1992; Lallier y Bronner-Fraser,
1992).
3.3. TRANSMISIÓN DE LA SEÑAL
Diferentes tipos de células cuando se adhieren sobre componentes de la matriz
extracelular forman ensamblajes transmembrana conocidos como contactos focales. De
forma general, los contactos focales pueden dividirse morfológica y bioquimicamente en
4 regiones (extracelular, transmembrana, placa citoplasmática y red de microfilamentos).
La primera zona, o región extracelular, se caracteriza por la presencia de moléculas de la
matriz extracelular, las cuales conducen o inducen la formación de contactos focales. La
segunda es la región transmembrana, en la cual están implicadas directamente las
integrinas. El dominio citoplasmático de las subunidades a tiene una función reguladora y
el de la subunidad [3daría cuenta de la asociación directa con el citoesqueleto.
Para completar los estudios, recientemente se ha planteado también la posibilidad
de realizar ensayos para elucidar las vías de transmisión de la señal tras la interacción
componentes de la matriz extracelular-integrina. Aunque se trata de datos previos y
actualmente en estudio, se ha considerado oportuno incorporarlos en esta Memoria.
Distribución de la integrina l3~
Los resultados anteriormente presentados indican que la interacción de las células
BCS-TC2 con la matriz extracelular está mediada por las integrinas de la familia ¡3,. Por
ello se ha planteado analizar, mediante técnicas de inmunofluorescencia indirecta, la
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distribución de las integrinas que contienen la subunidad I3~ y la posible formación de
contactos focales en células adheridas a laminina, fibronectina, colágeno de tipo 1 y
colágeno de tipo IV.
La matriz extracelular puede modular la distribución de las integrinas, pero a
tiempos de extensión cortos, cuando todavía no se ha sintetizado matriz propia. Laproteína
sobre la que se siembran las células determina el receptor que se agrupa en los contactos
focales. Así, en los primeros momentos de la adhesión, cuando las células BCS-TC2 aún
permanecen redondas, las integrinas [3~se distribuyen por toda la superficie celular, sin
ningún patrón definido. Transcurridas 4 horas, las células comienzan a extenderse sobre los
sustratos y, a las 20 horas, cuando la mayor parte de las células están ya extendidas, las
integrinas [3í se distribuyen en las placas de adhesión focal que, de forma puntual, aparecen
a lo largo de la periferia de la célula (Figura 33). Un comportamiento similar se ha
observado en diferentes tipos celulares sobre estos sustratos (Ramos et al., 1990; Clyman
eta?., 1992; Gullberg et al., 1992; Enomoto et al., 1993). Esta localización en contactos
focales periféricos indicaría que las integrinas [3~son moléculas de anclaje de las células
BCS-TC2 a la matriz. También se aprecia una tinción en regiones de contacto célula-célula,
como se ha descrito para la integrina 131 en queratinocitos (Nicholson y Watt, 1991) y en
células epiteliales de mama (Berdichevsky et al., 1992).
La distribución de 131 en las células BCS-1C2 sembradas sobre colágenos es
diferente del que presentan las células sobre laminina y fibronectina al mismo tiempo de
ensayo. Sobre laminina y fibronectina es más intensa la tinción en los puntos de contacto
célula-célula (Figura 33), aunque en todos los casos se aprecia tinción en zonas célula-
sustrato y célula-célula. Una vez formadas y estabilizadas las uniones iniciales, disminuye
el número de sitios de adhesión célula-sustrato y las integrinas se relocalizan en sitios de
adhesión célula-célula (Dejana et al., 1988; Lanapugnani et al., 1991>. Es probable, por
tanto, que sobre laminina y fibronectina se produzca la formación de los contactos focales
de una manera más rápida, redistribuyéndose las integrinas [3~y situándose preferentemente
en contactos célula-célula. En células migratorias se ha descrito que los agregados de
integrinas son altamente dinámicos y sufren un ciclo de formación y desagregación (Regen
y Horwitz, 1992). La localización principalmente puntual y periférica de la integrina 13~ en
células extendidas sobre laminina y fibronectina sugiere que la integrina [3í pueda estar
implicada, además de en la adhesión al sustrato, en la extensión y migración celular, donde
se requieren unas interacciones transitorias. Sobre ambos tipos de colágenos se observa que
la integrina [3~se distribuye, además de en los contactos célula-célula y célula-sustrato, en
toda la superficie celular en forma de proyecciones, por lo que estas integrinas [3~
principalmente estarían implicadas en el anclaje de la célula a la matriz (Akiyama eL al.,
1990).
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Fosforilación de proteínas en tfrosina como respuesta a la interacción células BCS-
TC2-ECM
La unión del ligando a la integrina se transmite hasta el dominio citoplasmático, que
interacciona con moléculas intracelulares, iniciándose la transmisión de la señal. Esto
constituye la tercera región de los contactos focales, denominada placa citoplasmática,
formada por proteínas tales como paxilina, talma, vinculina, proteina quinasa C, tirosina
quinasas (ppl2SFAK, pp6Ov.src), tensina, zysina, etc. (Lafrenie y Yamada, 1996). Como
resultado de la interacción entre estas proteínas se produce la fosforilación de proteínas en
residuos de tirosina y la modificación de la concentración intracelular de calcio (Yamada
y Miyamoto, 1995; Lafrenie y Yamada, 1996). Los ensayos de inmunofluorescencia
muestran que la adhesión de las células BCS-TC2 a los diferentes sustratos de la ECM
origina el agrupamiento de integrinas 13~ en los contactos focales y, por tanto, cabe esperar
que se produzca la interacción de su dominio citoplasmático con moléculas intracelulares.
Además, en la figura 331 se observa que la interacción de las células BCS-TC2 con
sustratos de la ECM origina la fosforilación de proteínas en residuos de tirosina. Así,
durante la adhesión de las células se detectan proteínas fosforiladas en residuos de tirosina
localizadas tanto en las zonas de contacto con el sustrato como en los contactos célula-
célula.
Para identificar las proteínas que se fosforilan en tirosina, se analizaron por
inmunodetección usando anticuerpos anti-fosfotirosina, extractos de células adheridas a
diferentes tiempos sobre laminina, fibronectina y colágeno tipo 1. Como control se analiza
la fosforilación en células recién tripsinizadas o bien sembradas sobre plástico o polilisina.
Las células sembradas sobre polilisina se adhieren pero no se extienden, ya que la adhesión
tiene lugar por carga y es independiente de integrinas, y muestran unos niveles de
fosforilación en residuos de tirosina similares o ligeramente superiores a los de las células
recién tripsinizadas. Como se observa en la figura 34, la adhesión de las células a los
diferentes sustratos origina un incremento en la fosforilación en tirosinas de proteínas
respecto de las células recién tripsinizadas y mantenidas en suspensión. Este incremento es
dependiente del tiempo de adhesión sobre los sustratos. Por todo ello, se puede considerar
que la fosforilación de todas estas proteinas está mediada por las integrinas que participan
en la interacción célula-matriz extracelular.
Se ha demostrado que un grupo de proteínas de masas moleculares comprendidas
entre 105 y 130 kDa se fosforilan en tirosina en respuesta a la adhesión (Juliano y Haskill,
1993; Hamawy eL al., 1993). Entre estas proteínas se ha identificado la proteína
denominada pl3OCas (Harte eL al., 1996), así como la pp125F~ (Hanks et al., 1992;
Kornberg et al., 1992; Schaller eL al., 1993). También se ha demostrado que la paxilina
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(68-70 kDa) y la tensina (200 kDa) se fosforilan en tirosina después de la adhesión y la
extensión sobre componentes de la matriz extracelular.
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Figura 34.- Inmunodetección de proteínas fosforiladas en tirosina tras la interacción celular con
componentes de la ECM.
Las células BCS-TC2 se siembran sobre superficies saturadas con 10 ~tg/mLde LN, FN y Col 1.
A diferentes tiempos las células se recogen y los extractos celulares se someten a electroforesis e
nununodetección con anticuerpos anti-fosfotirosina (PY20; dilución 1:1000). Proteínas fosforiladas en tirosina
en células adheridas a FN (A) y LN y colágeno tipo 1 (13) a diferentes tiempos. (C) Células BCS-TC2 se
siembran sobre plástico y se incuban en presencia(+) o ausencia (-) de anticuerpos anti-lB, (LIAI /2) o antí-
IgO de ratón a los tiempos indicados, como se indica en Materiales y Métodos. En (A) y (13) se considera
como control la fosforilación de proteínas en tirosinas en células recién tripsinizadas (0) y en (C) la
fosforilación en ausencia de ambos anticuerpos, o en presencia exclusivamente de anti-131 o de anti-IgG,
durante 30 minutos.
Como se observa en la figura 34A. en células sembradas sobre fibronectina la
fosforilación de proteínas en residuos de tirosina tiene lugar a tiempos cortos. Tras 15
minutos de adhesión se observa una banda intensa que corresponde a proteínas fosforiladas
en tirosina de masas moleculares comprendidas entre 130 y 115 kDa. A este tiempo la
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mayor parte de las células están adheridas pero mantienen una morfología redondeada, sin
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ningún indicio de extensión. Después de 4 horas de adhesión, cuando se alcanzan los
niveles de fosforilación máximos, aproximadamente un 50% de las células aún presentan
morfología redondeada. Los niveles de fosforilación se mantienen después de 20 horas,
cuando todas las células están extendidas. Probablemente, entre las proteínas fosforiladas
se encuentre la proteína de adhesión focal (pp125F~, de 125 kDa de masa molecular. Esta
proteína, cuando se fosforila, es capaz de activar a otras tirosina quinasas implicadas en la
transmisión de la señal. Además, aparece otra banda, de menor movilidad electroforética
(200 kDa). cuya intensidad también se incrementa con el tiempo. Probablemente, por su
masa molecular se trate de la tensina, ya que se ha descrito que esta proteína se fosforila
en células adheridas sobre fibronectina (Bockholt y Burridge, 1993). Estudios con
anticuerpos anti-ct4 y anti-a5 han demostrado que la unión de las integrinas a43~ y «43~ a
fibronectina estimula la fosforilación de proteínas de 105 y 120 kDa, entre ellas ~~125F~<
(Nojima et al., 1995). Además, la ocupación de «313[ y «~[3~ induce la fosforilación de
en células epiteliales y fibroblastos (Kornberg et al., 1992; Vuori y Ruoslahti,
1993).
Cuando las células se siembran sobre laminina se produce una rápida fosforilación
de la misma proteína de 125 kDa, alcanzándose los niveles máximos a 15 minutos de
adhesión. Estos niveles se mantienen tras 4 horas de adhesión a laminina (Figura 34B).
Estos resultados sugieren que la adhesión de las células BCS-TC2 a laminina y fibronectina
induce la fosforilación de la proteína ppl25~~’< de manera dependiente del tiempo. Esto se
ha observado también en células KB y en fibroblastos adheridos sobre estos mismos
sustratos (Burridge et al., 1992; Kornberg eL al., 1992). Además, la fosforilación en
tirosinas es un proceso relativamente rápido e independiente de la extensión celular. Sobre
laminina y fibronectina la fosforilación precede a la extensión celular, lo que implica una
correlación entre la transmisión de la señal y los cambios morfológicos, como se ha
descrito en otros sistemas de estudio (Kornberg eL al., 1992).
En la figura 34B también se recoge el patrón de proteínas fosforiladas cuando las
células se adhieren a colágeno de tipo 1. La aparición de la banda de proteína fosforilada
de 125 kDa (ppl~5Ft requiere un mayor tiempo que sobre fibronectina o laminina, no
detectándose a los 15 minutos pero si 30 minutos después de la siembra. La fosforilación
de esta proteína se incrementa con el tiempo, alcanzándose el máximo después de 21 horas
de adhesión cuando la práctica totalidad de las células presentan una morfología extendida
sobre colágeno de tipo 1. En la detección de integrinas por inmunofluorescencia se ha
comentado que, probablemente, la fonnación de contactos focales sobre colágeno tenga
lugar más lentamente, lo que justificarla el retraso observado en la fosforilación de
ppl25~”~. Se ha descrito que la adhesión de fibroblastos a colágeno de tipo 1 produce
fosforilación en tirosinas de proteínas, entre ellas pp125F~~<, sólo cuando las células
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presentan una morfología extendida, no siendo suficiente la adhesión celular (Roeckel y
Krieg, 1994). Sin embargo, la adhesión de plaquetas a colágeno a través de la integrina
«213 produce la rápida fosforilación de pp125FAK (Polanowska-Grabowska eL al., 1993).
En todos los casos el incremento en los niveles de fosfotirosina observado se induce
por la adhesión y extensión celular, pero no por desunión de las células de la ECM, como
se desprende de los niveles obtenidos con las células control recién tripsinizadas. Este
resultado sugiere que la fosforilación en tirosina está implicada en el ensamblaje del
citoesqueleto más que en el desensamblaje.
Los resultados obtenidos sugieren que la fosforilación en tirosina de las proteínas
tensina y ppl25FAl< se induce por interacción con la matriz extracelular (a través de
integrinas) y es responsable de la formación de contactos focales y de la extensión de las
células BCS-TC2.
Fosforilación de proteínas en tirosina como respuesta al agrupamiento de integrinas
La adhesión celular a laminina, fibronectina y colágeno de tipo 1 está mediada por
las integrinas «6131, «5[3[ y «2131, respectivamente. Sin embargo, en todos los casos se
induce la fosforilación de pp125FAK lo que sugiere que la unión del ligando a la
correspondiente integrina puede activar la misma tirosina quinasa, como también han
sugerido otros autores (Bockholt y Burridge, 1993). El estímulo inicial para la fosforilación
se ha propuesto que es el agrupamiento de integrinas, proceso clave en la formación de los
contactos focales, que puede ser inducido cuando las células se incuban con anticuerpos
anti-integrinas (Kornberg eta?., 1992). Puesto que en todos los casos participa la subunidad
13’ de la integrina, se ha estudiado el efecto del agrupamiento de integrinas 13 sobre la
fosforilación de residuos de tirosinas. El agrupamiento se puede inducir por incubación con
anticuerpos anti-131, que simula la ocupación de la integrina, seguido de la incubación con
el anti-IgG de ratón. Como se puede observar en la figura 34C, este tratamiento estimula
la fosforilación de proteínas de 125 kDa de manera dependiente del tiempo de incubación
con los anticuerpos. El máximo efecto en la fosforilación ocurre cuando tienen lugar tanto
la ocupación como el agrupamiento de las integrinas. En otros tipos celulares también se
ha descrito que el agrupamiento de integrinas 13, incrementa la fosforilación de proteínas
de 115-130 kDa, entre ellas la ppl2SFAI< (Komberg eta?., 1991,1992).
Modificación de los niveles de Ca
2~ intracelular
Otro de los aspectos analizados como resultado de la interacción de las células BCS-
TC2 con la matriz extracelular es la modificación de los niveles de calcio intracelular. Para
ello se introduce en las células una sonda fluorescente que incrementa su fluorescencia al
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quelar calcio. De esta manera, la intensidad de fluorescencia es indicativa de los niveles de
calcio intracelular. La interacción de las células mantenidas en suspensión con fibronectina
no origina una modificación significativa de los niveles de calcio intracelular. Se requieren
tiempos de ocho minutos de interacción con esta proteína para apreciar un ligero incremento
en dichos niveles, no observándose una dependencia con la concentración de fibronectina
utilizada (Figura 35). Sin embargo, la interacción de las células con laminina origina, tan
solo después de un minuto, un incremento del calcio intracelular que es dependiente de la
concentración de laminina (Figura 35). En este caso, los niveles decaen con el tiempo una
vez alcanzado el máximo. Al estudiar el efecto de la interacción con colágeno de tipo 1 sólo
se observa una ligera variación, existiendo dos poblaciones celulares que responden de
diferente manera a la interacción con esta proteína.
Las variaciones observadas en los niveles de calcio intracelular no son muy
significativas, incrementándose la señal de manera muy acusada si se incuba con un
ionóforo. En otros casos, el incremento detectado es mayor, por ejemplo, cuando
hepatocitos en suspensión se incuban con anticuerpos anti-integrinas («2, «6 y 13,) (Nebe eL
al., 1995).
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Figura 35.- Niveles de calcio intracelular en células BCS-TC2 después de la interacción con
componentes de la matriz.
Las células en suspensión se marcan con la sonda Calcium Green y se incuban con distintas
concentraciones de fibronectina o laminina a diferentes tiempos. La medida del incremento en la fluorescencia
debido a cambios en los niveles de calcio con respecto al control (células en ausencia de componente de la
matriz) se realiza por citometria de flujo. En la figura se representa la fluorescencia registrada tras ocho
minutos de incubación con fibronectina o tras un minuto de incubación con landnina. U.A., unidades
arbitrarias de fluorescencia.
Resultados y Discusión 121
Los ensayos anteriormente comentados se han realizado con células recogidas por
tripsinización y mantenidas en suspensión. Para determinar si en la monocapa las integrinas
participan en las modificaciones del calcio intracelular, se han realizado estudios por
microscopia confocal, sembrando células sobre los diferentes sustratos y registrándose las
variaciones con la extensión celular. En este caso no se detecta una movilización rápida del
calcio, por lo que dicha movilización parece depender de la extensión y no de la adhesión
celular, a semejanza de lo que ocurre con células endoteliales HUVEC extendiéndose sobre
fibronectina y vitronectina (Schwartz, 1993).
Organización del citoesqueleto
Todos estos resultados indican que la adhesión de las células a la ECM origina el
agrupamiento de integrinas y la interacción de su dominio citoplasmático con moléculas
intracelulares induciendo la formación de los contactos focales y la transmisión de la señal.
El cuarto dominio de los contactos focales es la red de microfilamentos. Estos constan de
actina y proteínas asociadas tales como «-actinina y miosina. Por tanto, se ha analizado si
la adhesión de las células BCS-TC2 a distintos componentes de la ECM influye sobre la
organización del citoesqueleto.
Cuando las células BCS-TC2 crecen sobre superficies de vidrio no se produce la
organización de redes fibrilares de tubulina o actina (Figura 36A,B). Se observa una
condensación de la tubulina en placas en los contactos célula-célula, mientras que la actina
se localiza principalmente en la periferia celular, exhibiendo una tinción punteada y
discontinua. Por tanto, el citoesqueleto de estas células está poco organizado reflejo,
probablemente, de la transformación maligna. Esta falta de organización del citoesqueleto
se asocia normalmente con las propiedades invasivas de células tumorales, como su alta
motilidad, adaptabilidad y velocidad de proliferación incrementada (Decloitre et al., 1991),
y coincide con lo ya observado en células epiteliales de colon humanas (Olive eta?., 1993).
En las células BCS-TC2 sólo se detectan los microfilamentos de actina cuando éstas
crecen sobre colágeno de tipo 1 o laminina (Figura 36D,J), aunque no se observa una clara
organización en fibras de tensión. Sin embargo, otros sustratos, que también promueven
la adhesión y extensión celular, no inducen la organización de la actina. En este sentido se
ha descrito un efecto específico del colágeno de tipo 1 sobre la organización de las fibras
de actina en otras células tumorales (Luparello eL al., 1991). Por otro lado, todos los
sustratos inducen la organización de microtúbulos. El patrón de tinción de la tubulina
muestra una fina red de filamentos distribuida radialmente por todo el citoplasma a partir
del área perinuclear (Figura 36). Asi, los microtúbulos podrían estar implicados en la
transmisión de señales tras la interacción de las células con los componentes de la ECM.
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3.4. INFLUENCIA DE LA MATRIZ EXTRACELULAR EN EL FENOTIPO
TUMORIGÉNICO DE LAS CÉLULAS BCS-TC2
3.4.1. INDUCCIÓN DE LA CAPACIDAD TUMORIGÉNICA
La capacidad tumorigénica de las células BCS-TC2 es prácticamente nula, como se
observó tanto por estudios ¡ti virro como in vivo. Estas células presentan una baja capacidad
para formar colonias (eficacia de formación de colonias del 22% en medio líquido a baja
densidad, y del 2% en agar). Además, estudios previos indican que presentan una casi nula
capacidad tumorigénica ¡ti vivo, incluso cuando se inyecta un gran número de células en
ratones atímicos (Turnay et al., 1990).
Estas células epiteliales y poco diferenciadas, que ¿ti vitro responden a componentes
de la matriz extracelular, pueden constituir un buen modelo para el estudio del efecto de
la ECM sobre el comportamiento ¡ti vivo de células malignas. Teniendo en cuenta que la
proliferación y la diferenciación celular dependen de las interacciones con la matriz
extracelular y, en el caso de las células epiteliales, con los basamentos membranosos, se
propuso inicialmente estudiar la posible influencia del matrigel sobre la capacidad
tumorigénica de las células BCS-TC2. El matrigel es un basamento membranoso
reconstituido obtenido del sarcoma de ratón Engelbreth-Holm-Swarm (EIE{S). Sus
principales componentes son: laminina, colágeno de tipo IV, proteoglicanos de tipo heparán
sulfato, entactina, fibronectina, plasminógeno, factores de crecimiento propios del tumor
EHS, tales como TGF-j3, FGF, EGE, PDGF e interleuquina IL-1 (Kleimnan et al., 1982
y 1986; Vukicevic et al., 1992b; Farina et al., 1996).
El matrigel se ha utilizado para determinar la implicación de las interacciones ECM-
célula tumoral en la estimulación del crecimiento, en la diferenciación celular, invasión y
metástasis, así como en el proceso angiogénico (Albini et al., 1992; Vukicevic et al.,
1992a,b; NoeI a al., 1993; Grant a al., 1994). Se ha descrito que la coinyección
subcutánea con matrigel incrementa el crecimiento ¿ti vivo de una gran variedad de tipos
celulares, entre ellos células de carcinoma de pulmón y de próstata humana y de
adenocarcinoma de mama y de colon (Fridman a al., 1990; Passaniti et al., 1992; Topley
etaí, 1993).
Efecto del matrigel en la capacidad tuinorigénica de las células BCS-TC2
El efecto que el matrigel ejerce sobre la capacidad tumorigénica de las células BCS-
TC2 ¿ti vivo se ha estudiado inyectando subcutáneamente en ratones atimicos diferente
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número de células en presencia o ausencia de matrigel. A la dosis más baja, 250.000
células/ratón, no se observa formación de tumores en ninguno de los ratones inyectados
únicamente con células. Cuando el número se incrementa a lxlO6 células/ratón, sólo en un
experimento se aprecié la formación de tumores, siendo la incidencia total del 6% (5 de 82
ratones). Estos resultados verifican que las células BCS-TC2 presentan una capacidad
tumorigénica prácticamente nula. Otras líneas celulares, procedentes también de
adenocarcinoma de colon (WiDr, SW4SO y HT29) son, por si solas tumorigénicas y los
valores de incidencia son del 90-100%. En determinados casos, como ocurre con las células
SW4SO, el crecimiento del tumor es muy lento, desapareciendo los tumores a los 50 días
(Varner el aL, 1992; Toppley el aL, 1993>.
Como se puede apreciar en la figura 37, la coinyección de las células con matrigel
incrementa de manera significativa la capacidad tumorigénica de las células.
2,0
o
1,5
O
n
~1,0
o,,
Figura 37.- Efecto del matrigel sobre el crecimiento ira vivo de las células BCS-TC2.
El efecto del matrigel sobre la tumorigenicidad de las células BCS-TC2 se estudia por inyección
subcutánea en ratones atimicos. La velocidad de crecimiento de los tumores se analiza después de la
inyección de 1x106 células solas (O), o en presencia de 0,6 mg (•) o 1,2 mg (A) de matrigel por ratón. El
tamaño de los tumores se determinaa los tiempos indicados. Los valores control corresponden al valor medio
del tamaño de los 5 tumores obtenidos en los 82 ratones inyectados únicamente con células BCS-TC2. El
efecto del matrigel se determina en tres experimentos distintos, en cada uno de los cuales se utilizan de 6 a
8 ratones. Los datos representan los valores medios. El error experimental es inferior al 10%.
El matrigel produce un incremento considerable tanto en la incidencia como en la
velocidad de crecimiento del tumor de células BCS-TC2 cuando se compara con los
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controles. La incidencia es del 100% para cualquiera de las concentraciones de matrigel
estudiadas y se produce una disminución en el periodo de latencia (Tabla VIII>. El efecto
del matrigel es dependiente de la dosis, observándose una disminución en el período de
latencia cuando se incrementa la cantidad de matrigel inyectada (Tabla VIII).
Tabla VIII. Efecto de la dosis de niatrigel sobre el crecimiento in vivo de las células
BCS-TC2.
Tratamiento Incidencia Tamaño tumor
(cm)
Tiempo latencia
(semanas)
Ninguno 5(82) 6% 1,24 ±0.25 5-6
Matrigel 0,6 mg 18(18) 100% 2,06 ±0,53 2-3
Matrigel l,2mg 18(18) 100% 2,19+0 70
Se inyectan 1 x106 células subcutáneamente en ratones atiniicos en ausencia (ninguno), o en presencia de 0.6
mg o 1,2 mg de matrigel. El tamaño del tumor se determina 12 semanas después de la inoculación de las
células, como se describe en Materiales y Métodos.
Estos experimentosponen de manifiesto la estimulación del crecimiento que ejerce
el matrigel in vivo sobre las células BCS-TC2 ya que, incluso cuando se inyecta una
concentración baja de células (2,5x105 células/ratón), se produce la formación de tumores
con una incidencia dcl 100%. En ninguno de los ratones en los que se desarrollaron
tumores se observaron visualmente metástasis en órganos internos, lo que sugiere una
limitada capacidad de las células malignas del tumor primario para extravasarse a la
circulación.
Puesto que elmatrigel promueve o incrementa considerablemente la tumorigenicidad
de las células BCS-1C2, se procedió a estudiar el efecto de este extracto de basamentos
membranosos sobre la tumorigenicidad de las células HT-29, también procedentes de un
adenocarcinoma de colon, pero con capacidad tumorigénica intrínseca. La incidencia de
formación de tumores para las células IIT-29 solas es del 100% (Varner et al, 1992). A
los ratones se les inyectan subcutáneamente lx 106 células HT-29 en presencia de matrigel.
Después dc 4 semanas todos los ratones inyectados con células HT-29 (4/4) presentan
tumores, cuyo tamano es aproximadamente 3 veces superior al de los obtenidos cuando se
inyectan las células BCS-TC2 en presencia de matrigel (Tabla IX).
De los resultados obtenidos se puede concluir que el matrigel induce la capacidad
tumorigénica de las células BCS-TC2. El matrigel produce este mismo efecto en otras
células no tumorigénicas, como fibroblastos, células de retinoblastoma y células SCLC de
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carcinoma de pulmón (Sweeney et aL, 1991; Albini et al., 1992; Fridman et al., 1992).
Por otro lado, el matrigel puede acelerar el crecimiento tumoral en células con
tumorigenicidad intrínseca, como ocurre en el caso de las células HT-29. Así se ha descrito
que el matrigel puede incrementar la tumorigenicidad o la velocidad de crecimiento tumoral
y el tamaño de los tumores en células procedentes de distintos tipos de carcinomas humanos
y células BI6FIO de melanoma de ratón (Fridman et al., 1991; Sweeney et al., 1991;
Topley et aL, 1993).
Tabla IX. Comparación de la capacidad tuniorigénica de las células BCS-TC2 y HT-29
Línea celular Incidencia Tamaño tumor (cm)
BCS-TC2 + MG 5(5) 100% 0,38 + 0 22
HT-29 + MG 5(5) 100% 1,14 + 0 68
Se inyectan lxlOó células subcutáneainente en ratones atímicos en presenciade 0,6 mg de matrigel (+MG).
El tamaño del tumor se determina 4 semanas después de la inoculación de las células, como se describe en
Materiales y Métodos.
Las células coinyectadas con matrigel fonnan tumores sólidos rodeados por una
membrana que los encapsula. La observación visual de estos tumores muestra una extensa
vascularización externa. En tumores de gran tamaño la parte central, donde no llegan los
vasos sanguíneos, presenta una zona de tejido necrótico y edema. El análisis
inmunohistoquimico de los tumores muestra la existencia de dos regiones, una externa,
celular y compacta, y un área interna con menos células y más diseminadas. En la parte
externa de estos tumores, las células están asociadas fuertemente y presentan actividad
proliferativa, como se deduce de la tinción positiva obtenida con anticuerpos anti-67-Ki
(frente al antígeno nuclear expresado preferentemente por células en división) (Figura 38).
Estas células también setiñen positivamente con el anticuerpo anti-citoqueratinas AE 1, pero
no con el AE3 (que reconoce citoqueratinas expresadas por células epiteliales diferenciadas)
ni con anticuerpo anti-CEA, lo que sugiere un bajo grado de diferenciación celular. Por el
contrario, las células de la zona interior de los tumores parecen ser menos proliferativas,
ya que no se tiñen con anticuerpos anti-67-Ki, pero son aparentemente más diferenciadas,
ya que dan reacción positiva con los anticuerpos anti-AE3 y anti-CEA. Los estudios
muestran que los tumores están formados por células de origen epitelial como se observa
en la tinción con marcadores específicos para células epiteliales (ABí y AE3).
La apariencia histológica, morfológica y los datos inmunohistoquimicos de los
tumores desarrollados en los ratones en presencia de matrigel son indistinguibles de los
obtenidos esporádicamente tras la inyección de las células BCS-TC2 solas.
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Efecto de distintos componentes del niatrigel sobre la proliferación tumoral
Aunque diferentes estudios han puesto de manifiesto que el matrigel promueve la
formación de tumores in vivo, aún se desconoce cómo ejerce este efecto. Se ha sugerido
que puede ser debido a las características físicas del matrigel, ya que éste adquiere
consistencia de gel a 370C cuando está lo suficientemente concentrado. El matrigel podría
actuar como barrera protegiendo a las células inoculadas de las células NK (natural killer)
del ratón (Albini et al,, 1992; Topley el al., 1993). Además, se ha postulado que el
matrigel podría mantener a las células agrupadas en pequeñas áreas lo que permitiría una
influencia mayor de los factores de crecimiento. De esta manera, las células dispondrían
de un microentomo adecuado para la proliferación celular, estiniulándose el crecimiento
tumoral.
Para determinar sí el efecto del matrígel se debe sólo a que las células se inyectan
embebidas en un gel, se han realizado dos aproximaciones distintas. Se ha comparado su
efecto con el de un gel formado por otro componente de la matriz extracelular, el colágeno
de tipo 1. Como se recoge en la tabla X, el gel de colágeno no induce la formación de
tumores en ninguno de los ratones inyectados. Por otro lado, se han empleado bajas
concentraciones de matrigel, a las cuales no se produce la formación de gel, e incluso a
estas concentraciones se favorece el crecimiento tumoral. Estos datos indican que el efecto
mediado por el matrigel no es debido a sus propiedades físicas, sino que se debe a algún
componente específico del mismo. En este sentido se ha descrito que un coágulo de fibrina,
que iii viti-o protegía a las células humanas de la actividad citotóxica de las células NK
(Gunji y Gorelik, 1988), no favorece el crecimiento de células in vivo inyectadas sólo con
medio (Passaniti el al., 1992; Topley el al., 1993). Por otro lado, células no tumorigénica
de retinoblastoma inyectadas en ratones inmunosuprimidos (deficientes en células NK, T
y 8) no son capaces de crecer, y sólo forman tumores cuando se coinyectan con matrigel
sin que exista diferencia en la velocidad de crecimiento con respecto a la de tumores
desarrollados en ratones atímicos (Albiní et al., 1992).
El matrigel contiene factores de crecimiento (Vukicevic et al., 1992a,b), y éstos
podrían ser los responsables del incremento en la capacidadtumorigénica de las células. Por
lo tanto se analizó la influencia que tiene la reducción de estos componentes sobre el
crecimiento tumoral coinyectando las células con matrigel, tratado previamente para
eliminar las proteínas de baja masa molecular y los factores de crecimiento (matrigel low)
(Vukicevic et al., 1992b). Como se aprecia en la tabla X, en todos los casos el matrigel
bajo en factores de crecimiento induce la formación de tumores, siendo estos sólo
ligeramente más pequeños que los obtenidos con matrigel. La diferencia más significativa
consiste en un aumento del tiempo de latencia respecto del obtenido en presencia de
matrigel. El período de latencia es dependiente de la dosis de matrígel low utilizada, como
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se observa en la figura 39. Estos resultados indican que los factores de crecimiento
presentes en el matrigel no son los responsables del efecto observado. Sin embargo, es
probable que los factores de crecimiento participen de algún modo en las etapas iniciales
de la formación del tumor, lo que origina que, en ausencia de ellos, se produzca un
incremento de la fase de latencia, lo que se correlaciona con una ligera disminución de]
tamaño de los tumores 12 semanas después de la inyección.
Tabla X. Efecto del matrigel y de componentes de la matriz extracelular sobre el
crecimiento iii vivo de las células BCS-TCZ.
Tratamiento Incidencia Tamaño tumor
(cm)
Tiempo de latencia
(días)
Ninguno 0 (8)
Matrigel 6 (6) 1,98 ±0,57 10
Matrigel low 6 (6) 1,58 ±0,61 12
Gel de colágeno tipol 0 (8)
Colágeno de tipo IV 0 (8)
Colágeno de tipo V 0 (8)
Laminina 8(10) 119 + 0 28 10
lx 10~ células se inyectan en ratones atimicos en ausencia (ninguno) o en presencia de matrigel o diferentes
componentes de la matriz extracelular. Las células se inoculan con dosis de 0,4 mg de matrigel, matrigel ¿oit’,
laminina. o empleando dos dosis diferentes de colágenos, 1,25 y 2 mg. El tamaño del tumor se determina
12 semanas después de la inyección de las células como se detalla en Materiales y Métodos.
Puesto que los factores de crecimiento presentes en el matrigel no son los
principales responsables del crecimiento tumoral inducido por matrigel, se analizó el efecto
de la coinyección de las células BCS-TC2 con laminina y diversos tipos de colágeno (tipos
1, IV y V). Los resultados se recogen en la tabla X y ponen de manifiesto que ninguno de
los colágenos analizados, a las dosis estudiadas, promueven la formación de tumores. El
colágeno tampoco incrementa el crecimiento tumoral de células de carcinoma de pulmón
ni de carcinoma de próstata (Sweeney et al., 1991; Fridman a al., 1991; Passaniti et al.,
1992). Sin embargo, la coinyección de células con laminina pura, incluso a concentraciones
muy bajas, incrementa considerablemente la capacidad de formación de tumores de las
células BCS-TC2. La coinyección de células con esta proteína origina tumores en el 80%
de los ratones con un tiempo de latencia inferior a dos semanas. Los tumores desarrollados
en presencia de laminina son de menor tamaño que los originados por matrigel (Tabla XI
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Figura 39.- Crecimiento ira vivo de las células BCS-TC2 en presencia de matrigel bajo en factores de
crecimiento (matrigel Iow) y en presencia de laminina.
Las células (1x106) se mezclan con 0,2 00,4 mg de matrigel low (A) o laminina (8), y se inyectan
subcutáneamente en ratones atímicos. El tamaño de los tumores se mide como se detalla en Materiales y
Métodos. Los experimentos se realizaron 3 veces utilizando en cada uno de ellos de 3 a 4 ratones. Los datos
representan el valor medio de dichos experimentos. El error experimental es inferior al 10%
Por tanto, los resultados demuestran que la matriz extracelular induce la
tumorigenicidad de las células BCS-TC2, y parece que la laminina es la principal molécula
responsable, aunque no se puede excluir la influencia de otros componentes como factores
de crecimiento, proteoglicanos o proteasas, que pueden incrementar el efecto de la
1ammina.
La función de la laminina intacta como inductora del crecimiento tumoral in vivo
ha sido descrita en muy pocos casos: en células WiDr de adenocarcinoma de colon humano
y en células A253 (carcinoma submandibular) o A549 (carcinoma de pulmón) (Topley et
al., 1993; Grant et al., 1994). En la mayor parte de los estudios en que se han coinyectado
células con laminina no se ha incrementado el crecimiento tumoral (Fridman eral., 1990,
1992; Albini et al., 1992; Vukicevic et al., 1992b). Este hecho se ha explicado
considerando que sólo la laminina purificada, libre de entactina, origina el desarrollo de
tumores, mientras que el complejo laminina-entactina no tiene ningún efecto sobre el
crecimiento tumoral (Topley et’ al., 1993). Sin embargo, en otros sistemas, la coinyección
con lanúnina pura no ha favorecido el crecimiento tumoral. Esto ha intentado explicarse
considerando la naturaleza soluble de la lamiina, que presenta una mayor susceptibilidad
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a su degradación in vivo, mientras que el matrigel es insoluble y puede persistir intacto
durante largos períodos de tiempo (Fridman et al., 1990)
El mecanismo a través del cual la laminina o el matrigel ejercen su efecto no se
conoce, aunque sehan sugerido diferentes posibilidades, como: a) proporcionainteracciones
específicas célula-matriz que incrementan el crecimiento y la supervivencia celular en los
estadios iniciales de la progresión tumoral a través de mecanismos como la supresión de
la apoptosis (Fridman et al., 1990; Passaniti et al., 1992; Fisher, 1994); b) incrementa la
supervivencia celular por selección de una subpoblación más resistente dentro de la
población heterogénea original (Fridman et al., 1991, 1992); c) induce la liberación de
factores de crecimiento que incrementan la viabilidad de las células tumorales (Fridman et
al., 1992; Vukicevic et al., 1992b; NoeI et al., 1993); y d) induce la angiogénesis
(Fridman et aL, 1992; Bonfil et aL, 1994; Grant et aL, 1994; Ito et al., 1995). Estas
distintas posibilidades no son excluyentes y su importancia relativa depende, probablemente,
del tipo de célula tumoral del que se trate y de distintos fctores del organismo u órgano
invadido
La laminina estimula la proliferación en lineas celulares establecidas, actividad que
parece deberse a las repeticiones de tipo EGF presentes en la glicoproteina (Figura 3). La
región de la laminina que contiene dichas secuencias es accesible a las células solamente
cuando el basamento membranoso ha sido dañado o no está intacto (Panayotou et al.,
1989). Así se piensa que la coinyección de células con laminina purificada puede imitar esta
situación causando, de este modo, un incremento de la proliferación celular. La laminina
incrementa la adhesión y la proliferación in vitro de las células BCS-TC2, como se ha
comentado anteriormente (Figura 13 y 20). Sin embargo, estos mecanismos no deben ser
los únicos implicados en la inducción de la tumorigenicidad, ya que otras moléculas de la
matriz como colágenos de tipo 1 y IV, también originan un efecto similar iii vitro (Figura
13 y 20), pero no inducen la tumorigénesis in vivo. Hay que tener en cuenta que esta
situación es compleja y que en este comportamiento pueden intervenir otros factores, como
las interacciones con proteínas del huésped.
La observación visual de los tumores inducidos por matrigel muestra que éstos están
vascularizados, lo que sugiere que se ha producido un proceso de angiogénesis. Este efecto
puede ser debido a la capacidad que tiene el matrígel para prevenir la degradación de
factores de crecimiento (FGF y TGF-~), que presentan actividad angiogénica (Folkman y
Klagsburn, 1987). Porotro lado, las células que rodean al matrigel, o las que se encuentran
en su interior, pueden secretar factores angiogénicos o afectar al matrigel de modo que, en
su procesamiento in vivo, se liberen péptidos angiogénicos. De esta manera los nuevos
capilares favoreceríanel crecimientode las células coinyectadas con matrigel desde el inicio
favoreciendo su supervivencia y promoviendo su proliferación (Bonfil et aL, 1994).
Resultados y Discusión 132
Efecto de distintos péptidos de reconocimiento celular sobre la capacidad tumnorigénica
de las células BCS-TC2
Dentro de la molécula de laminina existen diferentes secuencias, como -YIGSR- e -
IKVAV-, que son reconocidos por las células y que influyen en su capacidad tumorigénica.
Péptidos que contienen la secuencia -IKVAV- son angiogénicos e incrementan la
vascularización, el crecimiento tumoral y la metástasis (Sweeney et al., 1991; Kibbey et
al., 1992). Se ha postulado que el sitio SIKVAV de la laminina puede quedar expuesto
debido a la proteolisis del matrigel por las células del estroma (Kibbey et al., 1992). Por
otro lado, péptidos que contienen la secuencia -YIGSR- presente en la cadena 13 de la
laminina, inhiben la angiogénesis y, por tanto, reducen la metástasis y el crecimiento de
tumores subcutáneos (Yamamura et al., 1993; Iwamoto et al., 1996).
Con objeto de confirmar si el efecto de la laminina sobre el crecimiento celular está
relacionado con propiedades angiogénicas, se iniciaron los estudios encaminados a
determinar el efecto que estos péptidos tienen sobre la capacidad tumorigénica de las
células. Además, se ha comprobado el efecto producido por péptidos que contienen la
secuencia -RGD- que es reconocida por receptores celulares de adhesión a la matriz
extracelular. La coinyección subcutánea de células BCS-TC2 con el péptido GRGDSP no
influye en la capacidad tumorigénica de las células, puesto que no se observa aparición de
tumor en ninguno de los ratones inyectados.
Para comprobar el efecto delpéptido CDPGYIGSR se coinyectaron subcutáneamente
células BCS-TC2 con matrigel en presencia o en ausencia del péptido CDPGYIGSR. Como
se observa en la figura 40A, el péptido estudiado no inhibe el crecimiento tumoral, siendo
la velocidad de crecimiento de los tumores prácticamente idéntica en presencia o en
ausencia del péptido. Además, se consiguen tumores de igual tamaño y no se modifica la
fase de latencia, siendo en ambos casos la incidencia del 100%. Por tanto, el péptido
CDPGYIGSR no inhibe el crecimiento tumoral estimulado por el matrigel. Únicamente se
observa la formación de tumores con un alto grado de necrosis, lo que podría ser indicativo
de una menor vascularización.
En otros estudios, cuando el péptido YIGSR se coinyecta subcutáneamente con
matrigel y con células de carcinoma de pulmón o de carcinoma de próstata, el crecimiento
tumoral se reduce notablemente (Fridman er al., 1990; Passaniti et al., 1992).
Eventualmente puede tener lugar crecimiento tumoral debido al recambio metabólico del
péptido, puesto que no se administraron nuevas dosis del péptido (Passaniti et al., 1992).
También hay que considerar que en este péptido, como ya se ha comentado, es importante
la confonnación que presenta. Recientemente, se ha descrito que un péptido multimérico
incrementa el efecto inhibítorío sobre la angiogénesis respecto del monomérico (Iwamoto
Resultados y Discusión 133
et al., 1996). Por tanto, es probable que, en este sistema, no se observe inhibición debido
a una inadecuadaconformación del péptido. En cualquier caso, el hecho de que este péptido
no ejerza ningún efecto sobre el crecimiento tumoral puede correlacionarse con la falta de
bloqueo de la adhesión a laminina por este mismo péptido in vitro (Figura 15).
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Figura 40.- Efecto de péptidos sobre el crecimiento ira vivo de fas células BCS-TC2.
1x106 células se mezclan con 0,6 mg de matrigel en ausencia (O) o en presencia(S) de 1 mg del péptido
CDPGYIGSR (A) o de 1 mg del péptido CIXVAVS en ausencia de matrigel (fi), y se inyectan
subcutáneamente en ratones atimicos. El tamaño de los tumores se mide como se detalla en Materiales y
Métodos. Los experimentos se realizaron 2 veces utilizando en cada uno de ellos de 3 a 4 ratones. Los datos
representan el valor medio de dichos experimentos. El error experimental es inferior al 10%.
Como se observa en la figura 40B, tras la coinyección de las células con el péptido
CIKVAVS, inicialmente se observa la formación de tumores en el 50% de los ratones. Sin
embargo, a partir de la cuarta semana se produce una remisión del crecimiento tumoral;
al final del estudio no se observa tumor en ninguno de los ratones. Por tanto, este péptido
podría estar implicado en el crecimiento inicial del tumor, probablemente debido a su
capacidad angiogénica. Sin embargo, la remisión de los tumores podría estar indicando que
se requieren otros factores adicionales para la inducción de la tumorigenicidad aparte de la
posible inducción de la angiogénesis. También se podría postular la necesidad de
administrar nuevas dosis de péptido para observar un mayor efecto en el crecimiento
tumoral. No obstante, en otros tipos celulares se ha observado efecto de este péptido sin
que se requiera la administración de nuevas dosis (Kibbey et al., 1992). Por otro lado,
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también se ha descrito que la coinyección de células de carcinoma de próstata únicamente
con el péptido IKVAV no origina crecimiento tumoral, e incluso en estas células el péptido
IKVAV en presencia de matrigel no altera el crecimiento tumoral estimulado por matrigel
(Passaniti et al., 1992). Por el contrario, en células de melanoma BL6FlO este péptido
incrementa el crecimiento y la vascularización del tumor, pero siempre en presencia de
matrigel (Kibbey et al., 1992).
3.4.2. OBTENCIÓN DE CÉLULAS DE LOS TUMORES INDUCIDOS POR
MATRJGEL Y ESTUDIO DE SU CAPACIDAD TUMORIGENICA
El matrigel estimula el crecimiento de las células BCS-TC2 in vivo. Sin embargo,
no se conoce de qué manera tiene lugar este proceso, ni tampoco cómo afecta a las células,
para que éstas sean capaces de proliferar y formar tumores in vivo. Una aproximación para
determinar los mecanismos implicados en la inducción de la formación de tumores por el
matrigel, es el examen de las características de las células que forman el tumor. Por ello
se planteó la obtención de células de los tumores inducidos por matrigel, utilizando el tejido
tumoral disgregado por tratamiento con colagenasa (Figura 4 lA), o bien diseccionándolo
en pequeños fragmentos que se cultivan (Figura 4 lE). Tras el tratamiento con colagenasa,
las células individuales no sobreviven, obteniéndose células sólo a partir de fragmentos no
disgregados del tejido (constituidos fundamentalmente por células epitelia1es~Figura4lA4.
Después dc 5 días en cultivo, se observa la salida de células esféricas pequeñas que
permanecen unidas al explante y que después de dos semanas comienzan a extenderse
(Figura 41). Además, en el cultivo se aprecian células, con apariencia de fibroblastos. que
migran desde el explante y que, posiblemente, proceden de la cápsula fibrosa que envuelve
al tumor (Figura 41E,F). Estos dos tipos celulares presentan diferente sensibilidad al
tratamiento con tripsina/EDTA. La proporción de células esféricas, que van adquiriendo
una morfología poligonal, aumenta a medida que se subcultiva, hasta llegar un momento
en que prácticamente han desaparecido todos los fibroblastos (alrededor de la tercera y
cuarta tripsinización) (Figura 41G). Las células que, una vez extendidas, presentan una
morfología epiteloide, se subcultivan para su posterior estudio, generando la nueva sublínea
celular denominada BCS-TC2. 1. Estas células presentan características en cuanto a la
organización del cultivo semejantes a la de la línea parental. Muestran una morfología
epiteloide, poligonal, con un alto grado de extensión celular y con algunas células pequeñas
de forma alargada (Figura 41). Las células crecen adheridas a la superficie de cultivo
formando clones, hasta alcanzar la confluencia adoptando una monocapa altamente
organizada (Figura 41). El análisis del cariotipo de la nueva sublínea confirma su origen
humano.
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Se puede pensar que la formación de tumores inducidos con matrigel resulta de la
selección de una subpoblación de células tumorigénicas ya presente en la línea celular
parental, o bien que las células, en contacto con el matrigel, adquirieran determinadas
propiedades que les confiera un fenotipo tumorigénico. Para poder determinar cuál de los
procesos ha tenido lugar, y si la alteración es permanente, tras 10-15 pases de tripsinización
se analiza el comportamiento in vivo de la sublínea BCS-TC2. 1. Al contrario que la línea
celular parental, las células BCS-TC2. 1 son capaces de formar tumores in vivo en ausencia
de matrigel. Cuando estas células se inyectan solas en ratones atimicos (Figura 42A), la
incidencia es considerablemente superior a la de la línea parental, y el periodo de latencia
menor. Los tumores desarrollados están rodeados por tejido conectivo, son compactos, bien
delimitados y similares a los obtenidos cuando las células parentales se coinyectan con
matrigel, según el análisis histológico.
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Figura 42.- Evolución del tamaño de los tumores inducidos por las células BCS-TC2.1 y BCS-TCZ.2.
La tumorigenicidad de las sublineas establecidas se estudia inyectando subcutáneaxnente en ratones
atímicos 2,5x105 (0)0 1x106 (•) células BCS-TC2.l (A) o BCS-TC2.2 (B). El tamaño de los tumores se
mide a distintos tiempos. Los experimentos se realizan tres veces, utilizando en cadaexperimento una media
de 3-4 ratones. Los datos representan los valores medios, siendo el error inferior al 10%.
De los tumores obtenidos se aislannuevamente células utilizando los procedimientos
anteriormente descritos (Figura 10). De esta manera, tras este segundo pase in vivo, se
obtiene una nueva subpoblación celular, que tras su establecimiento en cultivo generó la
línea celular BCS-TC2.2. Estas células presentan características morfológicas similares a
las de las células BCS-TC2. 1. Tras 10-15 pases de tripsinización se comprobó su
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comportamiento in vivo inyectándolas subcutáneamente en ratones atímicos. Al igual que
las células BCS-TC2. 1, las células BCS-TC2.2 presentan tumorigenicidad intrínseca, ya que
son capaces de originar tumores en ausencia de matrigel (Figura 42B). La incidencia de los
tumores es superior que la de la sublínea BCS-TC2. 1 así como el tamaño de los tumores
inducidos en los ratones atímicos (Figura 43). La apariencia morfológica y características
histológicas de estos tumores son similares a los producidos por la sublínea BCS-TC2. 1.
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Figura 43.- Comparación de la tumorigenicidad de las sublírieas BCS-TC2.1 y BCS-TC2.2 con las
células parentales.
Se indica la incidencia, el período de latencia y el tamaño de los tumores inducidos tras inyección
subcutánea en ratones atímicos de 2,5x í o5 o 1x106 células procedentes de la línea parental o de las sublineas
BCS-TC2. 1 o BCS-TC2.2. Se representa el tamaño de los tumores 12 semanas después de la inyección.
Por tanto, mientras que las células parentales requieren matidgel para formar
tumores, las nuevas sublíneas BCS-TC2. 1 y BCS-TC2.2 son tumorigénicas por sí solas. En
la figura 43 se compara el tamaño de los tumores, 12 semanas tras la inyección en ausencia
de matrigel a dos concentraciones diferentes de células. El tamaño de los tumores obtenidos
es significativamente mayor que el de aquellos ocasionalmente formados por las células
parentales (Figura 43). Además, el período de latencia se reduce considerablemente y la
incidencia se incrementa desde un 6% para las células parentales hasta un 67% y 100%
para las células BCS-TC2. 1 y BCS-TC2.2, respectivamente. La capacidad tumorigénica de
las sublineas obtenidas se ha detenninado en distintos pases de tripsinización sin que se
aprecien diferencias significativas en los resultados obtenidos.
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Algunos autores indican que el efecto del matrigel no está relacionado con la
selección de una subpoblación más tumorigénica, sino que es debido a la mejora de las
condiciones de crecimiento. En la mayoría de los estudios, las células obtenidas de tumores
inducidos por matrigel (células A549, células de adenocarcinoma de colon SW4SO, células
SCLC o células de retinoblastoma) muestran las mismas características que las parentales
y son incapaces de inducir tumores en ausencia del matrigel (Albini et al., 1992; Fridman
et al.,1991; Topley et al., 1993). Sin embargo, en el caso de los tumores inducidos por
células NIH-3T3 con matrigel, las células obtenidas a partir de éstos no requieren matrigel
nuevamente para crecer subcutáneamente y, además, son metastáticas cuando se inyectan
por vía intravenosa (Fridman a al., 1991, 1992). También se han establecido sublíneas de
melanomas humanos en estadio temprano, obtenidas cuando células con poca o nula
capacidad tumorigénica se coinyectan con matrigel, que son tumorigénicas cuando se
inyectan en ausencia de matrigel (Kobayashi et al., 1994).
La tumorigenicidad de la nueva sublínea celular BCS-TC2. 1 se mantiene, e incluso
se incrementa, después de su propagación in vivo de acuerdo al comportamiento de las
células BCS-TC2.2 (Figura 43). Este hecho sugiere que se ha producido un proceso gradual
de selección y adaptación, probablemente requerido para la expresión del fenotipo
tumorigénico. El análisis del cariotipo de ambas sublineas indican que las dos
anormalidades cromosómicas detectadas en las células parentales, un marcador +der(15)
de origen desconocido y un cromosoma 16 alterado, se mantienen en las metafases
estudiadas de las sublíneas. Además, las células BCS-TC2. 1 presentan un nuevo marcador
cromosómico, una alteración en el cromosoma 9, que se mantiene en las células BOS-
TC2.2 después de la propagación in vivo de estas células (Tabla XI).
Tabla XI. Cariotipo de las células parentales y de las sublineas tumorigénicas.
Línea celular Cariotipo
BCS-TC2 46XX, +der( 15), -4-der(16)
BCS-TC2.1 46XX, +der(15), +der(16), +der(9)
BCS-TC2.2 46XX, +der(15), +der(16), +der(9)
El cariotipo se realiza mediante bandeo O de varias metafases de ambos tipos de células, en diferentes pasajes
de tripainización.
Los resultados obtenidos sugieren que la coinyección de las células parentales con
matrigel origina la selección de clones tumorigénicos derivados de las células originales.
Este no es un hecho extraño, ya que la progresión in vivo de un tumor es un proceso
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dinámico en el que continuamente están teniendo lugar alteraciones genéticas y/o
fenotípicas, asociados con la adquisición de características específicas, lo que permite la
evolución de poblaciones de células tumorales (Hiddermann et al., 1986). La interacción
de las células con los componentes del matrigel puede originar la expansión de un clon de
células tumorigénicas que expresen un fenotipo específico. Además la ECM o los factores
de crecimiento asociados producidos por las células del estroma (como TGF-13), pueden
regular la expresión de proteínas de adhesión de estas células. Esta selección no es
solamente un proceso que tiene lugar in vivo, sino que también puede ocurrir in vitro, como
se ha descrito para células de melanoma humano primario (Jacob a al., 1995).
3.5. CARACTERIZACIÓN DE LAS SUBLÍNEAS TUMORIGÉNICAS BCS-TC2.1
Y BCS-TC2.2
3.5.1. PROLIFERACION CELULAR
Para determinar si el incremento de la tumorigenicidad en las sublineas BCS-TC2. 1
y BCS-TC2.2 se correlaciona con cambios en las características del crecimiento de las
células, se analizaron las curvas de proliferación celular y la incorporación de metil-3H-
timidina. Las curvas de proliferación de las células parentales y de las dos sublíneas en
presencia de suero fetal bovino al 5% son prácticamente coincidentes, no encontrándose
diferencias en ninguno de los parámetros característicos de las curvas de proliferación. Los
estudios de incorporación de metil-3H-timidina indican que las células BCS-TC2. 1 y BCS-
TC2.2 incorporan 2,8 y 12,9 veces más metil-3H-timidina que la línea parental (Figura
44B). Este incremento no se correlaciona con variaciones en las curvas de proliferación
pero, puede ser indicativo de una mayor actividad mitogénica y no siempre proliferativa.
En algunas células transformadas (Virshup a al., 1989; Boyer eral., 1993), se ha descrito
una tendencia a amplificar genes; Así por ejemplo, existe una diferencia 10.000 veces
superior para amplificar determinados genes entre células NHF 1 y células HeLa (Tlsty et
al., 1990).
Como ya se ha comentado, los componentes de la ECM ejercen efectos mitogénicos
sobre las células BCS-TC2. Sin embargo, como se aprecia en la figura 44A, el efecto
ejercido sobre las células tumotigénicas es considerablemente inferior, siendo casi nulo para
las células BCS-TC2.2. Estos resultados sugieren que las células tumorigénicas, cuya
capacidad mitótica es considerablemente superior a la de las células no tumorigénicas, son
menos dependientes del suero, o de factores con actividad mitogénica. De este modo, la
selección inducida por matrigel y los pases in vivo inducen cambios significativos en la
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velocidad de síntesis de DNA, lo que posiblemente influya en la capacidad tumorigénica
de las células.
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Figura 44.- Efecto de proteínas de la ECM y FCS en la incorporación de metil3H-timidina por las
células parentales y las sublineas tumorigénicas.
La actividad mitogénica seevalúa incubando las células (5x104 por pocillo) en medio libre de suero
suplementado con el correspondiente factor (2Opg/mL) o con FCS al 5%, en presencia de metiliH-timidina
(0,9 ~tCi/pocillo).Transcurridas 24 horas, se determina la incorporación de metil.312l~timidina por las células
como se indica en Materiales y Métodos. (A) Variación en la incorporación de metil-3H-timidina en presencia
de LN, FN, Col 1, Col W o PCS. Cada línea celular se refiere a su correspondiente control de
incorporación, en ausencia de factor, al que se le asigna de forma arbitraria el valor de 1. (B) Incorporación
relativa de metil-3H-timidina, en ausencia de FCS, de las sublineasBCS-TC2.l (2)y BCS-TC2.2 (3) respecto
de la línea parental (1) a la que se le asigna el valor de 1 (3629 cpm). Los resultados proceden de tres
experimentos independientes, con determinaciones para cada dato por cuadruplicado. El error experimental
es inferior al 10% en todos los casos.
Se ha descrito que las células de carcinoma de colon secretan factores de
crecimiento entre los que se incluyen TGF-a, TGF-j3, PDGF y EGF (Anzano a al., 1989).
El incremento en la capacidad mitogénica puede deberse a la secreción de factores de
crecimiento por las propias células tumorigénicas. Para estudiar este aspecto, se ha
evaluado la capacidad del medio condicionado por las sublineas para incrementar la
actividad mitogénica de la línea celular parental. Sin embargo, la adición de este medio a
las células BCS-TC2 no estimula la incorporación de metil-3H-timidina, lo que podría
indicar que los posibles factores de crecimiento secretados por estas células no son los
responsables del incremento de la actividad mitogénica de las sublíneas. No obstante, hay
BCS-T02 BCS-TC2.1 BCS-TC2.2 1 2 3
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que considerar diferentes aspectos. Es posible que los factores de crecimiento producidos
por las sublineas se mantengan asociados a la monocapa celular después de la secreción,
no apareciendo por tanto como factores solubles. Además, los factores de crecimiento sean
liberados al medio condicionado, es posible que las células parentales no expresen
receptores para estos factores, o lo hagan en menor número, como se ha visto en las células
DLD-2 de carcinoma de colon humano (Gross et al., 1993). También podría ocurrir que
aunque las células parentales expresen estos receptores, el proceso de transmisión de la
señal pueda encontrarse alterado, por lo que no se observaría la misma incorporación de
metil-3H-timidina.
3.5.2. GRADO DE DIFERENCIACION
Antígeno carcinoembrionario
La síntesis del antígeno carcinoembrionario (CEA) es una característica que
diferencia a las células que proceden de un adenocarcinoma frente a las del tejido de colon
normal. La presencia de este antígeno en sangre es, además, una de las pruebas clínicas
realizadas para detectar la patología. En general, se ha descrito que existe una mayor
producción de CEA en la líneas celulares tumorales más diferenciadas, en contraposición
a las que proceden de tumores poco diferenciados (Wagner et al., 1992; Prado a al.,
1995). Sin embargo, algunos autores no han encontrado que exista dicha relación
(Kammerer y von Kleist, 1994). Además, se ha descrito una gran variabilidad en el
contenido de CEA por célula, hecho que puede ser debido bien a la naturaleza del tumor
del que proceden las células o bien a la modulación de su expresión durante el cultivo
prolongado. Las condiciones de cultivo y el método de ensayo pueden modificar los niveles
de CEA detectados. Para analizar el grado de diferenciación de las sublíneas se valora el
contenido en CEA, tanto en el medio de cultivo condicionado por las células, como en la
capa celular. Como control, se ha evaluado la producción de CEA por las células HT-29,
que proceden también de un adenocarcinoma de colon pero presentan un fenotipo más
diferenciado que las células BCS-TC2. Los resultados obtenidos se recogen en la tabla XII.
Las células BCS-TC2 sintetizan menos CEA que las células HT-29, tanto en el
medio de cultivo como en la monocapa. Los niveles de CEA detectados en el caso de las
sublíneas tumorigénicas son aún más bajos que los de las células parentales, lo que sería
indicativo de un menor grado de diferenciación. Por otro lado, la baja síntesis de CEA
también se ha relacionado con una mayor velocidad de proliferación (Semple et al., 1978),
lo que se podría correlacionar con los bajos niveles obtenidos para las sublíneas
tumorigénicas.
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Tabla XII. Características de las células BCS-TC2 y de las sublíneas
tumorigénicas.
CÉLULAS
BCS-TC2 BCS-TC2. 1 BCS-TC2.2 HT-29
CEA medio cultivo 100%’ 43% 38% 333%
CEAmonocapa 100%? 53% 55% 140%
Fosfatasa alcalina3 25,7 18,1 6,4 nd
5’-Nuc]eotidasa4 24x]tY5 15x105 12x105 nd
Los datos del contenido en GEA se expresan como porcentajes, considerándose como 100% el valor obtenido
para las células BCS-TC2. (‘0,89 ng GEA/mg proteína; 23319 ng GEA/lO6 células). (3) La actividad de
fosfatasa alcalina de células mantenidas en cultivo durante 20 días se expresa en mU/mg de proteína. (4) La
actividad de 5-nucleotidasa se expresa como nmoles de AMP hidrolizados/lS minutos/célula. Los valores
son la media de tres experimentos diferentes, cada uno de los cuales se realiza por triplicado. El error fue
siempre inferior al 10%.
Actividad de Fosfatasa Alcalina
Entre los antígenos descritos como marcadores de diferenciación presentes en la
membrana apical de células epiteliales de colon se encuentra la fosfatasa alcalina. En la
transformación maligna se ha descrito una disminución de la actividad de esta enzima,
aumentando, sin embargo, con el proceso de diferenciación celular (Schroy et al., 1994;
Buras et al., 1995). Como se recoge en la tabla XII, en las sublíneas se reduce la actividad
de esta enzima respecto de la línea parental, lo que indicaría un menor grado de
diferenciación y se relacionaría inversamente con su capacidad tumorigénica. Algunas líneas
celulares procedentes de carcinomas de colon, como la línea celular Caco-2, son capaces
de alcanzar un mayor grado de diferenciación durante el cultivo prolongado de las células,
produciéndose un progresivo incremento en la actividad de fosfatasa alcalina (Pinto et al.,
1983). Sin embargo, en las células BCS-TC2 y en las sublíneas BCS-TC2. 1 y BCS-TC2.2
no se modifica apreciablemente esta actividad con el tiempo en cultivo, a semejanza con
lo descrito para las células HT-29 (Gamet et al., 1992; Schroy et al., 1994).
Actividad de 5 ‘-nucleotidasa
La ectoenzima 5’-nucleotidasa se ha relacionado con los procesos de crecimiento,
diferenciación y envejecimiento celular; asimismo, esta actividad se modifica en ciertos
estados patológicos y en la transformación tumoral (Turnay et al., 1989; Heilbronn y
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Zimmerman, 1995; Navarro et aL, 1997).
Como se recoge en la tabla XII, las células BCS-TC2. 1 y BCS-TC2.2 presentan una
menor actividad de 5-nucleotidasa que la línea celular parental. Estos datos están de
acuerdo con otros descritos que indican una disminución de la actividad de la 5’-
nucleotidasa en células malignas cuando se comparan con células normales (Raz et al.,
1978; Tumay et al., 1989). Los resultados también confirman un menor grado de
diferenciación de las sublíneas frente a las células no tumorigénicas BCS-TC2. En este
sentido se ha observado que los niveles de expresión y la actividad de la enzima se
incrementan con el grado de diferenciación, sugiriéndose que la 5-nucleotidasa podría
constituir un nuevo marcador de diferenciación (Sedlak et al., 1994; Navarro et al., 1997).
Además, se confirman resultados previamente descritos, existiendo una relación inversa
entre la actividad de 5 ‘-nucleotidasa y la velocidad de proliferación, lo que sugiere que la
5-nucleotidasa puede ejercer un control negativo sobre la proliferación celular (Sun et al.,
1982; Turnay et al., 1989).
Una manera de clasificar los carcinomas es según su grado de diferenciación; una
mayor tumorigenicidad normalmente se asocia con un menor grado de diferenciación. Los
resultados del contenido en CEA y las actividades de fosfatasa alcalina y 5-nucleotidasa
en las tres líneas celulares estudiadas están de acuerdo con esta hipótesis. Todos los
resultados apuntan a una disminución en el grado de diferenciación, aún cuando la línea
celular parental es ya poco diferenciada. Con estos datos, se puede sugerir que la laminina
o el matrigel inducen la selección de una subpoblación menos diferenciada dentro de la
población heterogénea original.
Estudios morjólógicos
Estos estudios se han realizado por microscopia óptica de contraste de fase así como
por microscopia electrónica de barrido y de transmisión. Las células BCS-TC2 presentan
una organización del cultivo característica de su origen epitelial (Figura 45A). Por
microscopia de contraste de fase se aprecia heterogeneidad celular, presentando una gran
variación en tamaño. En la figura 45B se recoge la microscopia electrónica de barrido de
un cultivo casi confluente. Se observan células extendidas y adheridas a la superficie, así
como su morfología poligonal y alargada. Por microscopia electrónica de transmisión no
se detectan células con microvellosidades en borde de cepillo o polarizadas, lo que es
indicativo de la naturaleza poco diferenciada de las células BCS-TC2.
En la figura 46 se recogen las características morfológicas de las sublíneas BCS-
TC2. 1 (Figura 46 A,B,C) y BCS-TC2.2 (Figura 46 D,E,F). Las monocapas celulares
formadas por ambas sublíneas presentan características similares a las de las células
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Figura 45 Morfología de las células BCS-TC2 en cultixo
(A) Microscopia de contraste de fase, Las células BCS-TC2 forman monocapas de células
poligonales y alargadas (xli)). (B) Microscopia electrónica de barrido. Se aprecian células adheridas a la
superficie o a las células subyacentes mediante proyecciones citoplasmáticas (Barra 10 im). (C) Microscopia
electrónica de transmisión. Se detectan interacciones célula-célula sin que exista polarización en la membrana
celular (Barra 2 ~im).
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parentales (Figura 46). Por microscopia de contraste de fase y de barrido se observa una
mayor homogeneidad en cuanto al tamaño y la morfología de las células. A partir de la
microscopia electrónica de barrido se ha determinado el tamaño medio del diámetro celular
de las tres líneas celulares estudiadas (calculado a partir de la media de 50
determinaciones). Las células parentales tienen un diámetro medio de 10 25+1,37 ~m en
comparación con los 7,9±1,35y 8,37±1,38gm de las células BCS-TC2.l y BCS-TC2.2,
respectivamente. Por tanto, las sublíneas tumorigénicas presentanun menor tamaño celular.
Por microscopia electrónica de transmisión (Figura 46C,F) se comprueba que las sublíneas
tumorigénicas, como ocurre con la línea parental, presentan una baja polarización celular.
3.5.3. EXPRESION DE RECEPTORES DE COMPONENTES DE LA ECM
Los resultados anteriores parecen indicar que la laminina es la principal molécula
responsable del efecto del matrigel en la inducción de la tumorigenicidad celular. La
laminina coinyectada con las células debe modular la función de éstas a través de la
interacción con sus receptores celulares. Esto implica que se seleccionarán solamente las
células con un patrón de receptores concreto se seleccionarán por su interacción con la
lamínina in vivo. Por tanto, es probable que en las sublíneas tumorigénicas el patrón de
expresión de receptores celulares sea diferente comparado con el de las células parentales.
Además, hay que considerar que se han descrito cambios, asociados con la transformación
neoplásica, en la expresión de la proteína de 67 kDa y en la expresión de los receptores de
tipo integrína (Dedhar y Saulníer, 1990; Castronovo, 1993; Kim et al., 1995; Fujita et al.,
1995). La importancia biológica de estos cambios no se conoce todavía, pero se ha sugerido
que pueden desempeñar una función potencial en la aparición del fenotipo maligno o
tumorigénico.
Por ello se procedió a analizar la expresión de receptores de componentes de la
ECM, de tipo integrina y no integrína, en ambas sublíneas tumorigénicas, comparándola
con la de las células parentales.
Expresión del receptor de 67kDa
La expresión del mRNA del receptor de 67kDa se analizó por Northenz Blot en
tumores originados por células BCS-TC2, solas o en presencia de matrigel, y tumores
obtenidos por inyección de células BCS-TC2. 1. En la figura 47 se aprecia la presencia de
una única especie de mRNA 1,2 kb, que coincide con datos descritos para el mRNA de esta
proteína (Rao et al., 1989; Castronovo, 1993). El densitometrado de la señal del mRNA
normalizado con respectoal control interno (señal del 185) indica que no existen diferencias
significativas en la expresión de esta proteína en los tres tipos de tumores. Cuando se
Resultados y Discusión 147
analiza el RNA extraído de las tres líneas celulares se obtienen unos resultados similares.
Estos datos están de acuerdo con los obtenidos por citometría de flujo que indican que, en
las tres líneas, casi todas las células (por encima del 90%) expresan este antígeno en la
superficie celular y, además, con valores de intensidad media de fluorescencia semejantes
(Tabla XIII).
4— 67 kDa
~ lBS
Figura 47.- Expresión del mRNA del receptor dc 67 kDa.
Se analiza el RNA total extraído de los tumores obtenidos de células parentales inyectadas
subcutáneamente en ratones atíniicos en medio de cultivo solo (1), en presencia de matrigel (2), y de los
tumores inducidos por las células BCS-TC2. 1 (3). 10 ~tg de RNA total de los tumores se someten a
electroforesis en un gel de agarosa al 1 % en presencia de formaldebido, tras lo cual se transfieren a una
membrana de mylon, y se hibrida con una sonda frente al receptor de laminina de 67 kDa marcada con 32P.
Así, la tumorigenicidad de las sublíneas no se asocia con un incremento en los
niveles del mRNA de la proteína de unión a laminina de alta afinidad de 67 kDa o con la
proteína localizada en la superficie celular. Sin embargo, se ha descrito que existe una
correlación entre la malignidad celular y los niveles de mRNA o de expresión de este
receptor (Cioce et aL, 1991; Albelda, 1993; Castronovo, 1993, Sobe], 1993). Por otro
lado, se ha sugerido que la expresión del fenotipo tumorigénico puede requerir ciertos
cambios genéticos diferentes de los necesarios para el desarrollo del fenotipo metastático
(Ess et al., 1995). Por tanto, la expresión de altos niveles de la proteína de unión a
laminina de 67 kDa podría favorecer la metástasis, facilitando la migración y la degradación
de losbasamentos membranosos, pero no el incremento de la tumorigenicidad. La laminina
incrementa la expresión de esta proteína (López-Conejo, 1992), pudiendo favorecer la
capacidad tumorigénica de las células en las etapas iniciales de la formación del tumor. Sin
embargo, este incremento no se mantiene de forma constitutiva, ni es un requisito
imprescindible o único para que presenten capacidad metastática.
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Expresión de receptores de tipo integrina
La expresión de las integrinas en las células BCS-TC2 y en las sublineas
tumorigénicas se ha examinado por citometría de flujo. El estudio se ha centrado
principalmente en ias integrinas que presentan afinidad por laminina (aj3, y a6134, y otras
integrinas, como a43,, %j31, ct3j3, y a513, que además tienen afinidad por colágenos y
fibronectina). En la tabla XIII se compara el porcentaje de células positivas y los valores
de intensidad media de fluorescencia de los diferentes antígenos en las tres líneas celulares.
Tabla XIII. Expresión de subunidades de integrinas y de la proteína de unión a
laminina de 67 kDa por citometria de flujo.
Antígeno BCS-TC2 BCS-TC2.l BCS-TC2.2
(Anticuerpo)
a, (TS2/7) 56 (21) 23 (14) 8 (10)
a2 (PIE6) 100 (143) 100 (228) 100 (420)
013 (PIBS) 100 (243) 100 (318) 100 (303)
014 (HP2/l) 2 (0) 2 (0) 0 (0)
015 (BIIG2) 100 (28) 100 (26) 100 (32)
016 (GoH3) 98 (60) 99 (98) 98 (139)
13, (ALEXl/4) 100 (275) 100 (366) 100 (485)
134 (3E1) 74 (247) 56 (90) 37 (98)
67-kDa (MLUC5) 90 (466) 97 (447) 99 (479)
Las células, creciendo en condiciones esUndar se tripsinizan y se preparan para su análisis por citometría de
flujo como se indica en Materiales y Métodos. Las diluciones de los primeros anticuerpos utilizados son: anti-
a,, anti-a2, anti-a3, anti-a5, anti-13, y anti-67 kfla, dilución 1:100; anti-a4 y anti-a6, dilución 1:50; anti-134,
dilución 1:1000. Como segundo anticuerpo, se utiliza antí-IgO de ratón o de rata marcados con FITC y a
una dilución 1:100. En la tabla se recoge el porcentaje de células positivas y, entre paréntesis, el valor de
la intensidad media de fluorescencia (MFI). 67 kDa, proteína de unión a laminina de 67 kDa.
Las cadenas de integrinas ~ 012, a3 ya6 se expresan prácticamente en el 100% de
las células, observándose un incremento en la intensidad media de fluorescencia en las
sublíneas. Por el contrario, si se consideran las cadenas fr~ y a,, se produce una
disminución en ambos parámetros en las sublineas tumorigénicas. En ninguna de las tres
líneas celulares se expresa la subunidad a4.
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La integrina 016134 es un constituyente de los hemidesmosomas de las células
epiteliales diferenciadas, estructuras que contribuyen a las fuertes interacciones célula
epitelial-basamento membranoso (Nagleetal., 1995; Dowling etal., 1996). La disminución
de los niveles de integrinas se relaciona con la pérdida de interacciones célula-célula y
célula-matriz en las fases iniciales de la invasión (Chammas et al., 199 lb; Bosman, 1993),
favoreciéndose la liberación de las células tumorales y la formación de metástasis distantes
(Daémi et al., 1995). La integrina 134 parece estar implicada en el ciclo endocítico y la
disminución en su expresión podría relacionarse con una mayor motilidad de las células
tumorigénicas, como ya se ha indicado para células de carcinoma de mama y próstata y en
tumores colorrectales (Bretscher, 1992; Falcioni et al., 1994; Nagle et al., 1995). Sin
embargo, en células de carcinoma escamoso oral se ha indicado que la pérdida de la
integrina a434 no es directamente responsable del crecimiento y la diferenciación anormal
observada en estas células (Jones a al., 1996). Por otro lado, se ha relacionado a la
mtegrina 13~ con la apoptosis y la inhibición del crecimiento (Clarke et al., 1995), por lo
cual la disminución en su expresión podría relacionarse con una mayor capacidad
proliferativa de las células transformadas.
Si se comparan las sublíneas con las células parentales se observa un incremento en
la expresión de las subunidades [3~,012, 013 y 016. En células invasivas y tumorigénicas
también se han detectado niveles más altos de integrinas I3~ con respecto a células no
tumorigénicas y poco invasivas (Dedhar y Saulnier, 1990). Además, se ha descrito una
elevada expresión de integrinas 13, en tumores colorrectales y en adenocarcinomas gástricos
poco diferenciados (Fujita et al., 1995). Sin embargo, la función de las integrinas 13~ en la
malignidad no está clara. Así, se ha descrito, como un proceso general, la disminución de
las integrinas 13~ en tumores agresivos poco diferenciados. Una disminución de la expresión
de esta integrína, además de en las subunidades a6 y 134~ se ha observado en células de
adenocarcinoma de colon y en tumores de niama y de colon (Koretz et al., 1991;
Stallmarch et al.; 1992; Daémi eta!., 1995). Por otro lado, células invasivas de carcinoma
de próstata sintetizan menores cantidades de 01313! que las células parentales (Dedhar et al.,
1993). Este aparente desacuerdo en cuanto a la integrina ¡3~ ha sido discutido por Kim et
al. (1995), indicándose que la controversia puede deberse a diferentes causas, tales como
la gran cantidad de actividades biológicas de las integrinas 13~ o el empleo de diferentes
anticuerpos. Parece que hay diferentes integrinas implicadas en cada tipo de tumor y,
quizás, incluso en cada nivel de malignidad dentro de un mismo tipo de tumor. Aunque la
familia de las integrinas f3~ participa principalmente en el anclaje de las células a los
sustratos, también se le han asignado otras actividades como la transmisión de la señal, la
organización de la matriz y/o la modulación de la respuesta celular del huésped (Juliano,
l993c).
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El patrón de expresión de las integrinas 13, en cáncer de colon no está claro. Koretz
et al., (1991) examinaron la expresión de esta subunidad en 96 casos de adenocarcinoma
de colon y encontraron que los niveles de expresión son similares a los de la mucosa
normal, no correlacionándose con el estado clínico o el grado del tumor. También las
metástasis en hígado muestran un patrón similar de la expresión de 13. Por el contrario.
estudios desarrollados en otros laboratorios indican una disminución en la expresión de la
integrina 131 en carcinoma de colon comparado con la mucosa normal (Stallmach et al.,
1992: Nigam et al., 1993)
La expresión de las subunidades 016 y 013 se asocia con la transformación y
progresión tumoral. En el estudio recogido por Bartolazzi et al. (1994) la integrina 013 se
expresa en el 82% de los tumores metastáticos considerados en el estudio. Otros análisis
indican una correlación entre la capacidad invasiva in vitro y la expresión de 016 (Dedhar
y Saulnier, 1990; Rabinovitz et al., 1995; Shaw et al., 1996). La integrina 016 se
sobreexpresa en tumores de cabeza y cuello, en cáncer de vejiga, pulmón y carcinoma de
colon. El incremento en los niveles de 016 observado en las sublíneas BCS-TC2. 1 y BCS-
TC2.2 se podría relacionar con un incremento en la proliferación celular iii vivo, como
ocurre en células de carcinoma de próstata, donde se sugiere que este hecho podría estar
relacionado con alguna señal regulada por la integrina 016 (Rabinovitz et al., 1995).
También se produce un incremento en la subunidad 012 en las sublíneas
tumorigénicas que se podría relacionar con una mayor motilidad celular. La transfección
de células Rfl, de rabdomiosarcoma humano, con la subunidad a, confiere una mayor
capacidad metastática (Chan et al., 1991,1992) aunque, por el contrario, no afecta a la
tumorigenicidad in vivo (Chan et al., 1991). Además existe una asociación entre esta
integrina y la regulación positiva de la expresión de MMP- 1 (Riikonen et al., 1995). Sin
embargo, en células de carcinoma de mama, la pérdida o disminución en los niveles de
a,13, se relaciona con un fenotipo transformado (Zutter et al., 1995; Keely et al., 1995) y
su incremento, con la supresión del crecimiento e inducción de la diferenciación (Zutter et
al,. 1995).
La expresión de la integrina a~ no se modifica de manera sustancial en las sublíneas
tumorigénicas. Los datos referentes a la expresión de a~ y su posible relación con la
capacidad tumorigénica y de metástasis son dificiles de interpretar. Así, se ha
correlacionado un incremento en la expresión de la integrina a~13, con una baja
tumorigenicidad de células de cáncer de colon (Stallmach et al., 1994) y de células
transformadas (Giancotti y Ruoslahti, 1990; Schreiner et al., 1991). Por el contrario, en
otras líneas celulares, entre ellas también células de cáncer de colon, se observa un
incremento de las subunidades a~ y 13~ en las líneas más tumorigénicas y/o invasivas
Remirados ¡‘ Discusión 151
(Schiller y Bittner, 1995; Gong et al.. 1997). Algunos autores sugieren que la expresión
en la superficie celular de 015131 no se correlaciona con tumorigenicidad, aunque indican la
función clave de esta integrina en los procesos tumorigénicos, puesto que anticuerpos frente
a las subunidades 015 y 13~ inhiben el crecimiento tumoral en ratones atimicos (Schiller y
Bittner. 1995).
En el caso particular de las células BCS-TC2 y las sublineas tumorigénicas descritas
en esta Memoria, el incremento de las integrinas 13 podria contribuir al establecimiento de
contactos de adhesión moderados, necesarios para la migración celular y la invasión del
tejido circundante, como se ha descrito para células de carcinoma de próstata (Rabinovitz
et al., 1995). La disminución de la expresión de la integrina 016134, con la pérdida de un
anclaje estable podría facilitar lamigración celular, lo que, junto con el paralelo incremento
en las integrinas 13~. esté probablemente asociado a una mayor motilidad e invasividad de
las células BCS-TC2. 1 y BCS-TC2.2. Además parece que el patrón de expresión de
integrinas en las sublineas tumorigénicas puede estar implicado en el incremento de la
proliferación. En este sentido, se ha descubierto una oncoproteina, denominada quinasa- 1,
unida a integrina (ILK-1 Integrin-Linked Kinase-I), que interacciona con el dominio
citoplasmático de 13~ (Hanníngan et al., 1995), y que, junto con otros mediadores de la
transmisión de la señal, participa en la proliferación celular regulada por integrinas.
3.5.4. ADHESIÓN DE CÉLULAS BCS-TC2.1 Y BCS-TC2.2 A COMPONENTES DE
LA MATRIZ EXTRACELULAR
Para verificar si las diferencias observadas en la expresión de integrinas en las
sublíneas tumorigénicas influye en la capacidad adhesiva de las células, se realizaron
ensayos de adhesión celular sobre laminina, fibronectina y colágenos de tipo 1 y IV. Los
resultados, recogidos en la figura 48, muestran que no existe ninguna diferencia
significativa en la adhesión de estas células sobre las proteínas estudiadas. Este resultado
podría indicar que se necesitan unos niveles muy bajos de expresión de integrinas para que
tenga lugar la adhesión a componentes de la matriz. Por ello, el incremento en los niveles
de estos receptores no origina ninguna modificación apreciable en dicho comportamiento.
En este sentido distintos autores han indicado que la variación en los niveles de integrinas
no modifica significativamente las propiedades adhesivas de las células (Daémi, 1995;
Rabinovitz et al., 1995; Jones et al., 1996).
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Figura 48.- Adhesión de las células BCS-TC2, BCS-TC2.1 y BCS-TC2.2 a distintos componentes de
la matriz extracelular.
Los ensayos de adhesión se han realizado como se detalla en Materiales y Métodos. Las células se
dejan adherir, durante 30 minutos, sobre pocillos recubiertos con distintas concentraciones de los cuatro
sustratos. A continuación se valora el número de células adheridas por tinción con violeta cristal. Los
resultados se expresan en unidades arbitrarias de absorbancia a 570 nm restando la absorbancia debida al
control (células adheridas sobreESA) y proceden de, al menos, tres experimentos independientes realizados
con determinaciones para cada dato por cuadruplicado.
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3.5.5. EFECTO DE ANTICUERPOS FRENTE A LAS INTEGRINAS fi~ EN LA
TUMORIGENICIDAD DE LAS CÉLULAS BCS-TCZ.2
Uno de los cambios más acusados en las sublíneas tumorigénicas es el aumento en
la expresión de la subunidad 13~. Dicha subunidad participa en la formación de los
heterodímeros 011131, 01,131, 013131, 015131 y 016131, todos ellos implicados en la interacción
célula-ECM. Con objeto de profundizar en el papel de las integrinas I3~ en la adquisición
del fenotipo tumorigénico, se planteó estudiar el efecto de anticuerpos específicos frente a
esta subunidad en la propagación in vivo de las células. Para ello se seleccionaron las
células BCS-TC2.2, que son las que presentan una mayor capacidad tumorigénica y también
un mayor nivel de integrina P~. Se han utilizado tres tipos de anticuerpos distintos frente
a la subunidad 13~: LIAI/2, ALEXL/4 y TS2/16. Dichos anticuerpos reconocen diferentes
sitios funcionales que se encuentran en la misma región de la integrina Pí, y afectan de
manera distinta a los procesos de adhesión y agregación celular (Campanero et al., 1992;
Arroyo et al., 1992; van de Wiel-van Kemenade et al., 1992; Takada y Puzon, 1993;
Martin-Padura et al., 1994).
Las células BCS-TC2.2 se preincuban con el anticuerpo correspondiente, tras lo cual
se coinyectan subcutáneamente en ratones atímicos. Como se observa en la figura 49 no se
aprecian grandes diferencias en el desarrollo del tumor en el caso de células solas o
preincubadas con los anticuerpos LíA 1/2 o T52/16. Sin embargo, las células tratadas con
el anticuerpo ALEXl/4 presentan una menor capacidad tumorigénica, puesto que se
originan tumores de menor tamaño, efecto que se pone claramente de manifiesto 25 dias
después de la coinyección. Después de 40 días, el tamaño de estos tumores se ha reducido
a la mitad respecto del control o del resto de anticuerpos estudiados. A este tiempo, los
tumores se extraen y se pesan. En este caso, el efecto de ALEXL/4 es más acusado, puesto
que el peso de los tumores obtenidos supone un 15% del peso de los tumores desarrollados
por las células control (Figura 49). Además, se observa que los tumores desarrollados por
las células preincubadas con LíA 1/2 también son de menor peso (aproximadamente el 78%)
que los tumores desarrollados en ausencia de anticuerpo.
Estos resultados indican que los anticuerpos anti-131 LIA1/2 y ALEXL/4 inhiben el
crecimiento tumoral de las células BCS-TC2.2 en ratones atímicos, siendo más acusado el
efecto producido por este último. Una de las etapas iniciales en el proceso tumorigénico es
la adhesión de las células a la ECM. Es probable, por tanto, que la inhibición observada
en la capacidad tumorigénica de las células BCS-TC2.2 por anticuerpos anti-131 se deba, al
menos en parte, a la inhibición de la adhesión a componentes de la matriz. Por ello se
realizaron experimentos de inhibición de la adhesión preincubando las células con los
mismos anticuerpos anti-J31.
154
TIEMPO (días)
10 20 30 40
1,0
0,6
Figura 49: Efecto de
anticuerpos frente a la
O integrina fi, sobre la
~0,4 capacidad tumorigénica de las
células BCS-TCZ.2.
Ci) Las células BCS-TC2.2 (7x 106)
w
tras preincubación con lOOi.tl de
0,2 medio de cultivo de hibridomas
con anti-j3, TS2/l6. LIAI/2,
ALEXI/4 o en ausencia de
anticuerpo (control) se
coinyectan subcutáneamente en
ratones atimicos (lxtO”
células/ratón). El tamaño de los
tumores se mide a distintos
tiempos. (A) Crecimiento de las
células BCS-TC2.2
preincubadas con anticuerpos
0,8 152/16 (U), LIAI/2 (e),
ALEXI/4 (0)o en ausencia de
éstos (O). (B) Peso y (C)
tamaño del tumor 40 días
0,4 después de la inyección. Los
expenmentos se realizaron dos
veces, utilizando en cada
experimento una media de 4
ratones. Los datos representan
los valores medios, siendo el
error no superior al 15% en
todos los casos.
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Como se observa en la figura 50 el anticuerpo T52/16 activa la adhesión celular
sobre todos los sustratos estudiados (LN, FN, COL 1 y COL IV), resultado ya descrito para
este anticuerpo activante (Arroyo et al., 1992; van de Wiel-van Kemenade et al., 1992).
Los anticuerpos LIAl/2 y ALEXL/4 inhiben la adhesión a fibronectina y colágenos. Sin
embargo. sobre laminina el anticuerpo LIAl/2 no ejerce ningún efecto mientras que el
anticuerpo ALEXl/4 activa la adhesión a este sustrato.
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Figura 50.- Inhibición de la adhesión de células BCS-TC2.2 por anticuerpos anti-fi,.
La inhibición de la adhesión por anticuerpos se ha llevado a cabo como se detalla en Materiales y
Métodos. Las células tripsinizadas se incuban durante 45 minutos a 370C con anticuerpos anti-131 (TS2/16,
LíA 1/2 o ALEXI/4: dilución 1:10) o en ausencia de anticuerpo (control). Posterionnente, las células se
siembran sobre pocillos saturados con LN, FN, Col 1 o Col IV (lOpg/mL) y se dejan adherir durante 30
minutos. Los resultados se expresan en porcentaje de células adheridas respecto de las células adheridas al
correspondiente sustrato en ausencia de anticuerpo, y proceden de tres experimentos independientes realizados
con determinaciones para cada dato por cuadruplicado. El error experimental es inferior al 10%.
Los resultados obtenidos permiten sugerir que los anticuerpos que bloquean la
interacción célula-ECM producen una disminución en el tamaño de los tumores. Por el
contrario las células incubadas con el anticuerpo T52/16, que no bloquea la interacción
célula-ECM sino que incluso la favorece, son capaces de desarrollar tumores de la misma
manera que lo hacen las células BCS-TC2.2 solas. Por tanto, la interacción inicial célula-
ECM parece ser clave para el posterior desarrollo tumoral. En este sentido, estudios
realizados con anticuerpos, péptidos y disintegrinas confirman esta teoría. Distintos
anticuerpos anti-131 bloquean la tumorigenicidad y reducen el número de colonias
LN FN COLI COL IV
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metastáticas, probablemente debido al bloqueo de la adhesión celular (Schiller y Bittner,
1995; Newton et al., 1995), o por inhibición de la proliferación de células tumorales
metastáticas in vivo (Elliot et al., 1994). Una disintegrina, aislada de veneno de serpiente,
inhibe la adhesión mediada por integrinas in vitro y la colonización en pulmón in vivo
(Trikha et al., 1994). Además, estudios realizados con péptidos que inhiben la adhesión a
componentes de la ECM inhiben la metástasis tumoral por la interferencia de la interacción
célula-ECM (Saiki et al., 1993; Iwamoto et al., 1996).
La unión de los diferentes anticuerpos a la integrina 13~ puede originar cambios en
la conformación o en la accesibilidad de los dominios de unión del ligando, de modo que
se active o inactive la función de 13’. Se ha identificado una pequeña región en esta integrina
donde se sugiere que se unen tanto anticuerpos activantes como inhibidores de la adhesión
(Takada y Puzon, 1993). La unión de un anticuerpo u otro induce un cambio
conformacional diferente en la integrina 13 que activa o inactiva su función. La unión de
anticuerpos a esta región podría impedir de algún modo que tuviera lugar la función de la
integrina en la transmisión de la señal. Los anticuerpos anti-131 no funcionales (no activan
ni inhiben) reconocen otra región diferente en la integrina 13, que contiene motivos tipo
EGF (Takada y Puzon, 1993).
La tumorigenicidad bloqueada por anticuerpos anti-131, en este sistema, confirmaría
la hipótesis que indica que la interacción de la ECM con células neoplásicas que expresan
altos niveles de proteínas de adhesión especificas (13~) favorece la proliferación in vivo de
las células. Así, el bloqueo inicial o temprano de la función de estas integrinas por
anticuerpos originaria una disminución real de los niveles de 13 que tendería a asemejarse
a los presentes en las células BCS-TC2, teniendo como resultado la disminución de
formación de tumores.
3.5.6. EXPRESION DE METALOPROTEINASAS
La degradación de la ECM es un prerrequisito para la adquisición del fenotipo
invasivo por las células transformadas. Estudios en lineas celulares y en tumores indican
que la capacidad invasiva de las células se relaciona con las actividades de
metaloproteinasas de la matriz (MMPs) (Stetler-Stevenson, 1993; Kleiner y Stetler-
Stevenson, 1993; Birkedal-Hansen, 1995; MacDougall y Matrisian, 1995). Por tanto, se
procedió a estudiar si el diferente comportamiento de las sublíneas en cuanto a su capacidad
tumorigénica se podría correlacionar con un diferente patrón de expresión de MMPs.
Estudios previos indicaban que las células BCS-TC2 no presentan actividad
colagenolítica. Al valorar la actividad degradativa sobre colágenos marcados
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radiactivamente tanto en el medio condicionado por las células epiteliales transformadas
como en el del cocultivo de estas células con fibroblastos de colon, en ningún caso se
detectó actividad colagenolítica (Tumay, 1989; Turnay et al., 1990).
La interacción in vivo de las células con el matrigel, o con uno de sus componentes
podría haber originado la secreción de MMPs en las células. En este sentido se ha
postulado que la interacción de células con laminina induce la producción de colagenasa
(Yudoh et al., 1995). Además, el péptido SIKVAV, estimula la producción de MMP-9 y
de la colagenasa intersticial en monocitos (Corcoran et al., 1995). Se realizaron
zimogramas del medio condicionado por células BCS-TC2 creciendo sobre plástico,
laminina o matrigel (Figura 5 lA). Solamente se observan dos bandas en las muestras que
corresponden a las células creciendo sobre matrigel. Sin embargo, cuando se aplica matrigel
en el gelatinograma se observa la aparición de bandas similares (Figura 51 A), por lo que
las actividades detectadas en estas células probablemente provienen de gelatinasas
contaminantes contenidas en el extracto de basamentos membranosos. En las células que
crecen sobre laminina, al igual que en las que lo hacen sobre plástico, no se detecta
actividad gelatinolítica. Teniendo en cuenta estos resultados se podría sugerir que la
interacción de las células BCS-TC2 con matrigel no induce la secreción de gelatinasas por
parte de las células BCS-TC2.
Por otro lado, se procedió a estudiar si en el medio condicionado por tumores se
detectaba la presencia de actividad de MMPs. Tanto en los tumores obtenidos en presencia
de matrigel o laminina, como en los tumores que, esporádicamente, crecieron en ausencia
de matrigel, se detecta actividad gelatinolítica (Figura 51B), sin que exista una gran
diferencia entre las distintas muestras. Esto podría deberse a la secreción de MMPs por
parte de las células del tumor. El mismo patrón de gelatinasas se obtiene en medio
condicionado de tumores originados al inyectar las células BCS-TC2. 1 o BCS-TC2.2. En
todos los casos se observan tres bandas mayoritarias de actividad gelatinolítica de 92 kDa
68-72 y 64 kDa, que podrían asignarse a las MMP-9 y MMP-2 (Figura SlB). La MMP-9
aparece como una única banda ya que podría estar en forma zimógena o precursora en el
tumor. Se ha descrito que, en el zimograma, las formas precursoras presentan actividad
porque sufren una autoactivación por su parcial y reversible desnaturalización por el
tratamiento con SDS (Stetler-Stevenson etal., 1989; Springman et al., 1990). Las otras dos
bandas de actividad corresponden probablemente a la forma latente (68-72 kDa) y activada
(64 kDa) de la MMP-2. Esta activación se debe a la eliminación total o parcial del
propéptido por alguna actividad proteolítica presente en el medio condicionado, lo que
conllevaría la disminución de la masa molecular. Por otro lado, es probable que exista en
la superficie de las células que forman el tumor la metaloproteinasa de membrana (MT-
MMP-1) que induce la activación de la MMP-2 (Sato el aL, 1996).
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Figura 51.- Detección de actividades gelatinoliticas en el medio condicionado por células BCS-TCZ y
por los tumores obtenidos tras inyección subcutánea de los diferentes tipos de células.
El medio condicionado se obtiene como se describe en Materiales y Métodos. Se cargan 40 ¡ig (A)
o Y »g (B) de proteína por pocillo en geles de poliacrilamida al 10% en presencia de 511)5 conteniendo
gelatina al 0,1 %. El resultado se muestra como el negativo del gelatinograma. (A) Gelatinograina de medios
condicionados por las células BCS-TC2 creciendo sobre plástico (---), sobre laminina (LN), y sobre matrigel
(MO) durante 24 horas. En el último pocillo (MG) se aplica matrigel como control. (B) Gelatinograma del
medio condicionado de tumores producidos tras inyección subcutánea de las células BCS-TC2 (1). células
BCS-TC2 en presencia de laminina (2), células HCS-TC2 en presencia de matrigel (3), células I3CS-TC2.l
(4) y células BCS-TC2.2 (5).
Sin embargo, de estos resultados no se puede concluir, por tanto, si son las células
transformadas humanas del tumor o bien las células del estroma del ratón, las responsables
de la actividad gelatinolítica observada en los análisis de los medios condicionados por
tumores. En adenocarcinomas de colon humano se ha detectado el mRNA de las
metaloproteinasas MMP-2 y MMP-9 (Onisto et al., 1993). La MMP-2 puede ser sintetizada
tanto por las células malignas (Garbisa et al., 1990; Grigioni et al., 1994) como por las
células del estroma adyacente al tumor (Poulsom et al., 1992; Pyke et al., 1993), siendo
este último caso más frecuente. En el caso de la MMP-9, se ha descrito la expresión de su
mRNA en los macrófagos o neutrófilos que rodean al epitelio maligno, pero no se detecta
mRNA en las células epiteliales del colon (Pyke et al., 1993; Nielsen et aL, 1996).
Por tanto, se procedió a analizar la actividad presente en el medio condicionado de
las células BCS-TC2 y de las sublíneas tumorigénicas. Los resultados se recogen en la
figura 52. En los medios condicionados por ambas sublineas se detectan dos bandas en
torno a los 92 kDa, que corresponden a la forma latente y activada de la MMP-9, así como
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dos bandas de 68-72 kDa y 64-62 kDa, que corresponden a las formas latente y activada,
de la MMP-2. Estos resultados indican que las células BCS-TC2. 1 y BCS-TC2.2 son
capaces de secretar ambas enzimas degradativas. Las células BCS-TC2 no presentan, o
presentan muy baja, actividad gelatinolítica MMP-2 y MMP-9 (Figura 52A).
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Figura 52.- Análisis de la actividad gelatinolitica presente en el medio condicionado por las células
parentales y las sublineas creciendo iii viti-o. Influencia del cocultivo con fibroblastos.
El medio condicionado se obtiene como se describe en Materiales y Métodos. Se aplicaron 40 pg
de proteína por pocillo en geles depoliacrilamida al 10% en presencia de SDS conteniendo gelatina al 0,1%.
El resultado se muestra como el negativo del gelatinograma. (A) Medio condicionado por células BCS-TC2
(1), células BCS-TC2.l (2)o células BCS-TC2.2 (3). (B) Medio condicionado por células BCS-TC2.l solas
(1), por células BCS-TC2.l cocultivadas con fíbroblastos (2), o por fibroblastos (3).
Cuando las células BCS-TC2. 1 se cocultivan con fibroblastos, se observa un gran
incremento de la actividad gelatinolitica, como se observa en la figura 52B, siendo el efecto
ejercido por las células del estroma sobre la producción de las metaloproteinasas MMP-2
y MMP-9 sinérgico. Esto sugiere que las células tumorales y las del estroma cooperan en
la producción de colagenasas. Cocultivos de células tumorales y del estroma han mostrado
que las MMPs pueden ser inducidas por contactos célula-célula (Himelstein et al., 1994)
y por factores solubles (Ito et al., 1995). De este modo, se ha descrito que las células del
estroma pueden inducir la secreción de MMPs por las células invasivas (Lengyel et al.,
1995; Kurogi et al., 1996) o bien, las células tumorales pueden aumentar la secreción de
estas enzimas por las células del estroma (Poulsom et al., 1992; Nielsen et al., 1996).
Numerosos estudios han descrito una correlación entre la producción por células
transformadas de las formas precursoras de las MMP-2 y/o MMP-9 y el potencial invasivo
y metastático (Stetler-Stevenson etal., 1993; Tryggvason et al., 1993; Naylor et al., 1994;
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Kawamata et al., 1995). Además, se ha conseguido prevenir la invasión tumoral y la
metástasis in viti-o e in vivo inhibiendo las MMPs, lo que ha demostrado la implicación de
estas enzimas en dichos procesos (Albini el al., 1991; Melchiori el aL, 1992).
Tanto las células BCS-TC2. 1 como las BCS-TC2.2 secretan MMP-9 y MMP-2 en
forma latente y activada. La producción de la MMP-9 en células de cáncer de colon es
diversa. Algunos autores indican que las células epiteliales de adenocarcinoma de colon no
producen la MMP-9 o lo hacen en muy baja cantidad como para ser detectada (Nielsen et
al., 1996). Otros, sin embargo, consiguen ver inmunoreactividad con anticuerpos
policlonales frente a la MMP-9 en las células tumorales (.Jeziorska et al., 1994). En este
sistema, los niveles del mRNA de esta proteína no se han podido detectar por Norrhern
Blot, lo que sugiere la existencia de muy bajos niveles de mRNA en las células BCS-TC2. 1
y BCS-TC2.2.
El análisis mediante Northern Blot de la expresión del mRNA de MMP-2 muestra
un transcrito de 3,1 Kb, con una intensidad similar de la banda en la línea parental y en las
sublineas (Figura 53). Estos datos indican que las células parentales BCS-TC2 expresan el
mismo nivel de mRNA para MMP-2 que las sublíneas tumorigénicas. Sin embargo, la
actividad de MMP-2 sólo se detecta en el medio condicionado de las sublíneas con
capacidad tumorigénica.
III MMP-2
Figura 53.- Expresión del mRNA de MMP-2 mediante Northern BIot.
Yjg de mRNA de las muestras obtenidas de cultivos subconfluentes de (1) células BCS-TC2, (2)
células BCS-TC2.1 y (3) células BCS-TC2.2 se sometieron a análisis medianteNorthern BIot como se indica
en Materiales y Métodos. Cada pocillo contiene cantidades equivalentes de mRNA como se determinó por
hibridación con g-actina.
Puesto que la expresión de MMPs está sometida a un estricto control, se podrían
considerar distintas posibilidades pan explicar el resultado obtenido para la MMP-2 en las
células BCS-TC2:
a) La línea parental podría secretar MMP-2 como forma precursora inactiva; en el
zimograma, se detectaría actividad, ya que ésta se activa por el tratamiento con SDS
(Stetler-Stevenson el al., 1989; Springman el al., 1990).
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b) La MMP-2 se podría encontrar inactiva por unión a su inhibidor específico
TIMP-2. Pero la MMP-2 se activaría en el zimogramaya que el inhibidor se disocia
de ella en las condiciones en que se realiza la electroforesis (Rice y Banda, 1995).
Estas dos posibilidades se podrían descartar, puesto que en el zimograma no se
detecta ninguna banda correspondiente a la MMP-2.
c) En las células BCS-TC2, el proceso de traducción del mRNA de MMP-2 podría
estar bloqueado. En este sentido se ha descrito que no se traducen ciertos mRNAs
en algunos tipos celulares, como el mRNA del activador de piasminógeno tisular en
oociíos primarios (Huarte et al., 1992). Se trataría de un bloqueo selectivo en las
células BCS-TC2.
d) En las sublíneas el mRNA de la MMP-2 podría estar más estabilizado,
incrementándose su vida media, lo que origina la producción de MMP-2. Este hecho
se ha observado en células epiteliales bronquiales humanas tratadas con
lipopolisacáridos lo que hace que se incrementen los niveles de proteína activa
MMP-9 (Yao cf al., 1996).
e) La secreción de MMP-2 podría estar bloqueada en la línea parental.
Las células BCS-TC2. 1 y BCS-TC2.2 secretan MMP-9 y MMP-2 al medio de
cultivo tanto en forma de proenzima como parcialmente activa. La MMP-2 no se activa por
acción de proteinasas exógenas, como ocurre con otras MMPs. El mecanismo de activación
in vivo no se conoce, pero se piensa que tiene lugar en la membrana plasmática tras la
unión de la pro-MMP-2 a activadores o receptores específicos de la superficie celular
(Young et al., 1995; Ray cf al., 1995; Yamamoto cf al., 1996). Entre ellos se encuentran
metaloproteinasas de membrana (MT-MMP- 1 y MT-MMP-2) capaces de activar a MMP-2
(Sato cf al., 1994; Takino et al., 1995; Sato et al., 1996). La forma activada de MMP-2
se encuentra enriquecida en las membranas de células malignas, en particular en los
“invadopodia”, o sitios de invasión celular (Monsky cf al., 1993; Brown et al., 1993;
Azzam et al., 1993). Además, en estas localizaciones se ha descrito que MMP-2 puede
interaccionar con la integrina a~O3 (Brooks et al., 1996>.
Por ello, se procedió a analizar, mediante zimograma, la actividad gelatinolítica
asociada a la membrana celular en las tres líneas estudiadas (Figura 54). En todos los casos
aparece una banda que corresponde a una proteína de 62 kDa, masa molecular que coincide
con la forma activa de la MMP-2. Por tanto, en la superficie de las células existen
receptores/activadores de la MMP-2. La activación en la membrana celular podría tener
lugar a través de una cascada de activación en la que esté implicada una metaloproteinasa
de membrana (Atkinson cf aL, 1995; WiIl cf aL, 1996).
Las células parentales, que no secretaban al medio de cultivo MMP-2. también
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presentan esta forma activa en su membrana, hecho que se puede explicar considerando
que: a) la poca proteína secretada queda en la superficie celular en concentración local
suficiente como para detectarse, o b) esta proteína no se secreta al medio de cultivo por un
bloqueo del proceso de secrección, posibilidad que se ha comentado anteriormente, aunque
en este caso probablemente la MMP-2 aparecería como forma latente.
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Figura 54.- Análisis mediantezimograma de la actividad gelatinolítica asociada a la membrana celular
de células creciendo br viti-o.
La fracción de membrana de (1) células BCS-TC2, (2) células BCS-TC2.l y (3) células BCS-TC2.2
se obtiene por extracción con Triton X-1 14 como se indica en Materiales y Métodos. Igual cantidad de
proteína de cada muestra se somete a electroforesis en geles de poliacrilamida al 10% en presencia de 5135,
conteniendo gelatina al 0,1% (plv). El resultado se muestra como el negativo del gelatinograma.
La matrilisina, metaloproteinasa es específica de células epiteliales (Wilson et al.,
1995), también induce específicamente la activación de las pro-MMPs (Crabbe cf al.,
1994). Su mRNA se detecta en el 75% de los cánceres de colon humano (MeDonnelí et al.,
1991), y es expresado por las propias células transformadas (Pyke ct al., 1993), lo que
sugiere que puede participar en la invasión de las células de cáncer de colon. La expresión
de su mRNA se correlaciona con la progresión de tumores colorrectales y puede participar
en el desarrollo de metastasis en el hígado (Ishikawa cf al., 1996). Por ello, se procedió
a estudiar la expresión del mRNA de esta metaloproteinasa en las tres líneas estudiadas. El
análisis por Northern Blot (Figura 55A) indica que las células parentales no expresan el
mRNA de matrilisina, mientras que silo hacen las líneas tumorigénicas BCS-TC2. 1 y BCS-
TC2.2, siendo esta última la que presenta la mayor expresión. Aunque no se puede
descartar el hecho de que el mRNA sintetizado no sea traducido a proteína, en estudios
previos en tejidos humanos se ha visto una correlación entre la expresión del mRNA y la
Resultados y Discusión 163
proteína matrilisina (McDonnell et al., 1991; Powel et al., 1993; Rodgers et al., 1993).
Así, se puede suponer que la relación que existe en los niveles de mRNA sintetizados se
mantendrá en la proteína secretada. Este hecho se ha verificado evaluando, mediante
transferencia electroforética e inmunodetección, los niveles de matrilisina presentes en e]
medio condicionado por las células (Figura 55B)
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Figura 55.- Expresión de matrilisina (MMP-7) en células BCS-TC2 y en las sublineas celulares.
(A) Expresión del niRNA de MMP-7 mediante Northern Blot. 7pg de mRNA de las muestras
obtenidas de cultivos subconfluentes de las diferentes líneas 1(1) BCS-TC2, (2) BCS-TC2. 1 y (3) BCS-TC2 .2]
se sometieron a análisis mediante Northern fi/of como se indica en Materiales y Métodos. Como control se
utilizó la hibridación con 13-actina. (fl) Expresión de MMP-7 mediante Western Blot. 20 gg de proteína de
los medios condicionadospor las células se analizan mediante electroforesis en geles de poliacrilamida (15%)
en presencia de SOS, se transfieren a membranas de nitrocelulosa y se someten a inmunodetección como se
indica en Materiales y Métodos. El anticuerpo antimatrilisina se emplea a una dilución 1:1000 y el anti-IgG
de conejo marcado con peroxidasa a 1:3000. El revelado se lleva a cabo por ECL.
La expresión de la matrilisina en el sistema de estudio, se correlacionan con el
potencial tumorigénico de las células (Figura 55). La matrilisina, incluso a bajas
concentraciones, influye altamente en el potencial invasivo de las células que la expresan
(Witty et al., 1994; Yamamoto et al., 1995) debido principalmente al amplio rango de
sustratos que degrada (incluso entactina) (Sires et al., 1993) además de su capacidad para
activar a la uroquinasa. La expresión de matrilisina en las células de adenocarcinoma de
colon 5W480 incrementa su capacidad tumorigénica, sugiriéndose que esta enzima puede
estar implicada en el crecimiento y la proliferación celular (Witty et al., 1994). Puesto que
las células BCS-TC2 no expresan matrilisina, o la expresan en pequeñas cantidades como
para poder ser detectada, es probable que la interacción con matrigel origine la selección
de células que expresen la enzima, lo que representaría una ventaja para su crecimiento y
protiferación frente al resto de las células.
*
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La participación de las proteinasas en el desarrollo inicial de un tumor no se conoce.
Sin embargo. una hipótesis propone la selección de clones de células epiteliales que no
sufren apoptosis en respuesta a la proteolisis de su lamina basal, como ocurre con las
células normales (Boudreau cf al., 1995). Un segundo modelo sugiere que la proteolisis de
componentes dc la ECM genera fragmentos proteicos que son capaces de incrementar la
viabilidad de las células tumorales (Montgomery cf al., 1994).
Por lo tanto, la selección de una subpoblación de células BCS-TC2 por la
interacción de las células con el matrigel, con un diferente patrón de integrinas y con mayor
potencial tumorigénico puede también asociarse con la inducción de mecanismos que
promueven la síntesis de metaloproteinasas. Estos mecanismos podrían ser iniciados por las
integrinas, puesto que ellas son capaces de modular los niveles de MMPs, lo que facilitaría
el proceso tumorigénico (Huhtala cf al., 1995; Tremble cf al., 1995; Chintala cf al., 1996).
3.5.7. ESTUDIOS RELATIVOS AL GEN p53
Uno de los cambios genéticos más frecuente en los procesos tumorales que afectan
al colon son las mutaciones en el gen pi3. Con objeto de verificar si la diferencia en la
capacidad tumorigénica se refleja en alteraciones en el gen pS3 se procedió a determinar
la presencia de mutaciones en la línea parental y si se producen diferencias en las sublineas
BCS-TC2. 1 y BCS-TC2.2. La secuenciación del gen pi3 en diversos sistemas ha puesto
de manifiesto la existencia de cinco dominios altamente conservados, cuatro de los cuales
se encuentran en los exones 5 al 8. Por este motivo, la mayor parte de los análisis se han
limitado a esos exones, ya que la existencia de mutaciones fuera de los mismos es poco
frecuente. El análisis del exón 8 del gen pS3 mediante estudios de polimorfismo
conformacional de cadena sencilla (SSCP) y secuenciación pone de manifiesto la existencia
de una mutación en dicho exón, en las tres lineas celulares objeto de estudio (Figura 56),
afectando esta mutación a uno de los alelos. La secuenciación del exón 8 de este gen ha
permitido detectar un cambio CGG (Arg) a TGG (Trp) en el codon 282, respecto de la
secuencia control (Figura 56C). Los resultados obtenidos para estas células están de acuerdo
con los datos descritos en la bibliografia que indican que el 79% de las mutaciones en el
gen pi3 en cáncer de colon son sustituciones de las bases G:C por A:T, estando presentes
la mayoría en dinucleátidos CpG. Esto conduce a la sustitución de aminoácidos en cuatro
regiones de la proteína conservadas entre diferentes especies (residuos 117-142, 171-18 1,
234-258 y 270-286). Dado que se obtiene la misma mutación en las células no
tumorigénicas que en las sublíneas, la mutación en este gen no es responsable de la
inducción de la capacidad tumorigénica en estas células. Se ha descrito que las mutaciones
en el gen pi3 pueden ocurrir durante el establecimiento de células en cultivo. De esta
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manera, durante la propagación in viti-o de las células, el gen p53 podría adquirir
mutaciones no presentes en la línea celular parental. En estas lineas, la mutación
probablemente no es el resultado del cultivo continuado de las células, sino que debía existir
en el tumor original del que se obtuvieron las células.
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Figura 56.- Análisis de mutaciones en el gen p53
(A) Análisis por estudios de polimorfismo conformacional de cadena sencilla (SSCP) de mutaciones
en el gen p.53 de (1) las células parentales, (2) células BCS-TC2.l y (3) células BCS-TC2.2 respecto de
células control (1, 5 y 6). (B) Secuencia del exón 8 del gen pi? de las células BCS-TC2. 1. La flecha indica
la sustitución de C por T. La misma sustitución se detecta en las células BCS-TC2 y 13C5-TC2.2. (C)
Secuencia del exón 8 del gen p53 no mutado.
La pérdida de la función de la proteína pS¿3 por mutación en el gen o por otras
causas, daría lugar a una alteración de la reparación del DNA y, en consecuencia, a una
mutagénesis incrementada después de la entrada en la fase 5. No todas las mutaciones son
funcionalmente equivalentes. Las que ocurren en dominios conservados en la evolución
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muestran un peor pronóstico que las que ocurren fuera de estos dominios. Además, la
diseminación linfática y la metástasis en órganos distantes también se asocia con mutaciones
dentro de estas regiones. En particular, las mutaciones en el codon 175 son particularmente
agresivas (Goh cf al., 1995).
3.5.8. INESTABILIDAD GENÉTICA
Una característica común de las células malignas es la presencia de un genoma
inestable. Esta inestabilidad origina una serie de mutaciones que contribuyen a evitar los
mecanismos de control del crecimiento normal y a la adquisición de un fenotipo maligno.
Por este motivo, se planteó estudiar si la expresión del fenotipo tumorigénico en las
sublineas celulares BCS-TC2. 1 y BCS-TC2.2 se encontraba asociado con la inestabilidad
genética en microsatélites, alteración que se produce en ciertos tipos de adenocarcinomas
de colon.
Inestabilidad de microsatélites en la línea celular parental y en las sublineas
Para determinar posibles diferencias entre las células parentales y las sublíneas, se
analizaron las posibles alteraciones genéticas en secuencias de microsatélites localizadas en
diferentes cromosomas. Para ello se utilizaron marcadores de repeticiones de dinucleátidos
(CA)~ y de trinucleótidos (CAG)~, y una región VNTR rica en secuencias AlT.
La inestabilidad genética en microsatélites origina una alteración en el número de
repeticiones de la secuencia de microsatélites básica. Esto se traduce en un cambio en el
tamaño de los alelos que se identifica por una diferente movilidad electroforética en geles
de poliacrilamida. Como se observa en la figura 57, las dos sublíneas presentan un diferente
patrón de bandas al analizar los marcadores de dinucleotidos (CA)~, cuando se comparan
con la línea parental BCS-TC2. Se observa una menor movilidad de las bandas cuando se
analizan los marcadores RHO y D6S 105, lo que indica la presencia de alelos de mayor
tamaño que en las células parentales. Por el contrario, en las localizaciones DMD44,
DMD45 y D45127 se observan alelos de menor tamaño (Figura 57). En algunos casos,
(marcadores DMD44 y DMD45) las dos sublíneas tumorigéncias presentan un patrón de
bandas similar que difiere del obtenido para las células BCS-TC2. Sin embargo, cuando se
estudia el marcador D4S127 se aprecian diferencias entre las tres líneas (Figura 57). Las
alteraciones en marcadores localizados en el cromosoma 2 son frecuentes en cáncer
colorrectal familiar, y también en cánceres colorrectales esporádicos, aunque con una
menor incidencia. Se sugiere que mutaciones en un gen, relacionado con el marcador
D25 123 podría conferir alta susceptibilidad al cáncer colorrectal (Aaltonen et al., 1993).
Por ello se analizó la inestabilidad genética de las sublíneas usando los marcadores D25 123
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(ambos localizados en el cromosoma 2). Sólo se detectan diferencias en la
de los alelos en el caso del marcador D25123 cuando se comparan las células
con ambas sublíneas, no existiendo diferencias entre las últimas (Figura 58).
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Figura 57.- Análisis de la inestabilidad genética de microsatélites en las células parentales y en las
sublineas.
El DNA genómico de las diferentes lineas celulares [(1) células BCS-TC2, (2) células BCS-TC2. 1,
(3) células BCS-TC2.2 ~asaje 2-4) y (4) células BCS-TC2.2 (pasaje 19)] se somete a amplificación por PCR
usando los marcadores de repetición indicados en la figura. Los productos de amplificación por PCR se
analizan por electroforesis en geles de poliacrilamida al 6-9% de acuerdo al tamaño del fragmento. Estos
resultados fueron confirmados al menos en 3 amplificaciones por PCR distintas.
Normalmente muchas de las alteraciones en microsatélites suelen ser silenciosas,
pero algunas pueden originar alteraciones en las proteínas codificadas por los genes; las
repeticiones de trinucleotidos, por ejemplo, se encuentran frecuentemente en regiones
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codificadoras (Caskey cf al., 1992; Yoshitaka cf al., 1996). Para determinar si las
alteraciones observadas en las sublineas están relacionadas únicamente con repeticiones en
dinucleotidos, se estudió el marcador HD, una repetición de tipo trinucleotido (CAG)11. En
este caso, el patrón de bandas observado para la línea parental y para las células BCS-
TC2. 1 es similar, aunque existen diferencias en la intensidad de las bandas. Sin embargo,
en las células BCS-TC2.2 se observa la pérdida de un alelo (Figura 57). Estas alteraciones
en repeticiones de trinucleotidos se han descrito en tumores de cáncer colorrectal familiar
(Aaltonen et al., 1993) y en líneas celulares de cáncer de colon humanas (Shibata et al.,
1994). También se llevaron a cabo estudios con el marcador VNTR (D4595). rico en
secuencias A/T. Como se puede observar en la figura 57, las células BCS-TC2 y la
sublínea BCS-TC2. 1 también presentan en este caso un patrón de bandas similar (aunque
existe diferencia en la intensidad), mientras que en las células BCS-TC2.2 se observa la
desaparición de un alelo. Por tanto, es posible que las alteraciones en repeticiones de
dinucleotidos y de trinucleotidos estén reguladas por el mismo mecanismo sin que infiuya
el tamaño de la unidad o la secuencia que se repite.
Los resultados indican que las células BCS-TC2. 1 muestran diferencias en varias
secuencias de microsatélites con respecto a la línea parental, lo que indica la existencia de
inestabilidad genética. Como ocurre en otros casos (Thibodeau cf al., 1993), las
alteraciones son bastante variables, teniendo lugar desde cambios en dos pares de bases a
cambios mayores en la longitud. Esto se traduce en un diferente desplazamiento de bandas
como resultado de alelos de mayor o menor tamaño, e incluso la desaparición de alelos. La
inestabilidad genética se mantiene a través de pasajes in vivo e iii vitro, como se observa
cuando se comprueba la inestabilidad genética en la sublinea BCS-TC2.2. Las diferencias
observadas entre las dos sublíneas se podria justificar considerando que, durante la
propagación iii vivo, el número de replicaciones de las células tumorales es más elevado,
por lo que es probable que tengan lugar errores en la replicación. Kobayashi cf al. han
estudiado el mantenimiento de las características genéticas de melanomas humanos en
estadio temprano, durante su pasaje in vivo en presencia de matriKel. Utilizando una sonda
de DNA humana específica para la secuencia de satélites a en el cromosoma 17, han
comprobado que algunas de las variantes tumorigénicas muestran un patrón de bandas
similar, pero no idéntico, al de la línea celular parental. Estos autores sugieren que durante
los pasajes iii vivo tienen lugar alteraciones en el DNA (Kobayashi cf al., 1994>.
Los estudios realizados de inestabilidad genética con líneas celulares establecidas
son, hasta la fecha, escasos. Varias líneas celulares de cáncer de colon (DLD-l, HCT1S,
LoVo, LS174-T, LSISO y fÁCIl 16) muestran una frecuencia de mutación unas mil veces
superior que las células normales o las células tumorales sin fenotipo mutador (Shibata cf
al., 1994). Al contrario, fibroblastos y otras líneas celulares de tumor de colon (5W480 y
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5W620) no presentan inestabilidad genética. Estos estudios proponen que la inestabilidad
es un hecho inicial en la oncogénesis y que puede persistir después de la transformación
maligna (Shibata ef al., 1994).
Inestabilidad de ¡nicrosatélites durante la propagación frs vitro
Es posible que la inestabilidad de microsatélites surja durante el cultivo de las
células y que no sea el resultado directo de la coinyección de las células con matrigel. Por
ello, se estudió la inestabilidad genética de las sublíneas durante su propagación in vitro.
Como se observa en la figura 58, una vez estabilizado el cultivo, no se produce
desplazamiento de bandas a lo largo de los sucesivos pasajes de tripsinización, en ninguna
de las sublineas para los 5 marcadores estudiados. Únicamente se observan ligeras
modificaciones durante los estadios iniciales del establecimiento de las líneas celulares. Por
tanto, aunque el pasaje in vivo induce inestabilidad genética, las sublíneas tumorigénicas no
la muestran durante su propagación in vitro. La fidelidad de replicación de los
microsatélites por las células progenitoras del colon puede ser mantenida en condiciones
normales por al menos 10.000 replicaciones. Pese a ello, la incidencia de las mutaciones
pued&estar linealmente relacionada con el número de replicaciones de las células tumorales
(Ionov cf al., 1993).
Hay que considerar que los nuevos alelos observados en las sublineas tumorigénicas
podrían ser simplemente el reflejo de una inestabilidad inherente en la línea parental. Para
comprobar este aspecto, se realizó un análisis comparativo de las células BCS-TC2
establecidas y mantenidas en cultivo durante varios años, con respecto a células procedentes
de los pasajes 5 a 8, 30, 60 y 80. Los resultados se recogen en la figura 59.
Como se puede apreciar, el análisis de 7 marcadores diferentes indica que no se
producen diferencias en el tamaño de los alelos a lo largo del cultivo continuado, incluso
cuando se utilizan marcadores con los que se aprecian diferencias entre la línea parental y
las sublíneas obtenidas in vivo. Sólo con algún marcador (DMD45 y D2S123) se pueden
apreciar ligeras diferencias entre los alelos. Sin embargo, a partir del establecimiento de
las células en cultivo (aproximadamente el pasaje 30 de tripsinización) la posible
inestabilidad desaparece. Por tanto, estos experimentos sugieren que no existe inestabilidad
genética durante el cultivo in vifro de las células BCS-TC2. Este resultado se podría
explicar considerando diferentes posibilidades. Es probable que las células parentales no
presenten inestabilidad genética en secuencias de microsatélites, como se ha indicado que
ocurre en otras líneas celulares de carcinoma de colon, como 5W480 o SW620 (Shibata cf
al., 1994). Otra posibilidad puede ser que la velocidad de mutación de las células BCS-TC2
sea extremadamente baja, aunque no parece muy probable, puesto que estas células se han
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Figura 58.- Inestabilidad de microsatélites durante la propagación ¡u vitro.
El DNA genómico de las células [(A) BCS-TC2, (fi) BCS-TC2. 1 y (C) BCS-TC2.2], en diferente
pasaje de tripsinización, se somete a amplificación por PCR utilizándose los marcadores indicados en la
figura. Los productos de amplificación se analizan por electroforesis en geles de poliacrilamida al 6-9% de
acuerdo al tamaño del fragmento. (1) Células del pasaje 20, (2) del pasaje 30, (3) del pasaje 60, (4) del
pasaje 80, o (5) células obtenidas tras más de lOO pasajes de tripsinización. Los resultados fueron
confirmados al menos en 3 amplificaciones por PCR distintas.
3
Resultados y Discusión 171
VMD 45
12345
RHO
12345
D6S 105
12345
—
D4S 111
, r
— —e
r
D2S 123 D4S 95
12345 12345
4
e
1234
a
:ngu
5
D2S 119
123 45
Suc
1. Células del pasaje 5-8
2. Células del pasaje 30
3. Células del pasaje 60
4. Células del pasaje 80
5. Células de pasajes
superiores a 100
Figura 59.- Análisis de la inestabilidad genética de microsatélites en las células BCS-TC2.
El DNA genómico correspondiente a células BCS-TC2 obtenidas en diferentes pasajes de
tripsinización se somete a amplificación por PCR. Se utilizan los marcadores indicados en la figura. Los
productos de amplificación por PCR se analizan por electroforesis en geles de poliacrilamida al 6-9% de
acuerdo al tamaño del fragmento. [(1) Células BCS-TC2 del pasaje 5-8, (2) del pasaje 30, (3) del pasaje 60,
(4) del pasaje 80, o (5) células obtenidas tras más de 100 pasajes de tripsinización]. Los resultados fueron
confirmados en, al menos, 3 amplificaciones por PCR distintas.
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cultivado de manera continua durante años y el número de replicaciones ha sido muy
elevado. Una tercera posibilidad consiste en que el fenotipo mutador, original de estas
células, haya revertido por otra mutación en los primeros estadios después de la
transformación y, así, las células obtenidas del tumor muestran un fenotipo aparentemente
estable. En este sentido, en tumores de cáncer de colon se ha descrito una aparente
estabilización de la inestabilidad de microsatélites (Shibata eM al.. 1994).
Inestabilidad genética en el tejido tunioral
Para comprobar este aspecto, se analizó el comportamiento de secuencias de
microsatélites comparando el tejido normal (colon) y tumoral (adenocarcinoma de colon)
del paciente a partir del cual se estableció en cultivo la línea celular BCS-TC2. En la figura
60 se observa un desplazamiento de bandas en el DNA del tumor respecto del DNA del
tejido de colon control. Estas alteraciones en las movilidades electroforéticas incluyen alelos
de mayor tamaño, como ocurre para los marcadores RHO o DÓSlOS, o de menor tamaño,
como en tos marcadores DMD4S y D25123 (Figura 60). Los resultados indican, por tanto,
que las células que forman el tumor presentan inestabilidad genética, puesto que se produce
alteración en más de dos marcadores. De acuerdo con otros resultados descritos (Aaltonen
ef al., 1993), el tumor sería de tipo RER~ (replication errors), que indica la existencia de
errores durante la replicación. Estas diferencias en dinucleotidos entre el tejido normal y
el tumoral se ha encontrado tanto en HNPCC (Aaltonen ef al., 1993; Cama et al., 1996),
como en cánceres relacionados con HNPCC y tumores esporádicos en otros órganos (Han
cf al., 1993; Risinger ef al., 1993). La presencia de inestabilidad se correlaciona
inversamente con mutaciones en los genes §3 y k-ras y con tumores que presentan
metástasis en el momento de la diagnosis. Sin embargo, se correlaciona directamente con
tumores poco diferenciados y con los localizados en el colon proximal (Thibodeau ef al.,
1993; Ionov cf al., 1993; Shibata et al., 1994; Watatani ef al., 1996). Coincidiendo con
estas observaciones, el tumor original del que provienen las células BCS-TC2 es poco
diferenciado y localizado en el colon proximal. Por el contrario, las células procedentes del
tumor presentan, al menos, una mutación en una secuencia conservada del genp53 (Figura
56). Se ha sugerido que la inestabilidad genética puede deteriorar a las células, lo que
explicaria la evolución menos maligna de tumores con múltiples mutaciones y el relativo
buen pronóstico de tumores de HNPCC (Risinger et al., 1993; Shibata cf al., 1994). En
nuestro sistema, la inestabilidad de microsatélites detectada en el tumor se podría relacionar
con la baja capacidad tumorigénica de las células BCS-1C2 obtenidas a partir de él.
También se comparé el tejido de adenocarcinoma de colon con las células BCS-
TC2. Como se aprecia en la figura 60 las células BCS-TC2 muestran un diferente patrón
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de bandas que el tejido de adenocarcinoma de colon. Por tanto, los resultados indican que
las células BCS-TC2 inicialmente presentan inestabilidad genética, pero sufren un proceso
de adaptación, lo que origina su estabilidad in vitro (Figura 60).
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Figura 60.- Inestabilidad genética del tejido tumoral.
El DNA genómico aislado del tejido de colon normal (1), de tejido de adenocarcinoma de colon (2)
y de células primarias obtenidas del tumor (3), se amplificó por PCR. Para ello se utilizaron los cebadores
propios de los marcadores indicados en la figura. Los resultados se confirman en, al menos, 3 amplificaciones
por PCR distintas.
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Mutaciones en el gen MSH2
Las alteraciones en la longitud de los microsatélites que tiene lugar durante la
carcinogénesis colorrectal se han asociado con mutaciones en los genes de reparación de
errores hMSH2, hMLHJ, hPMSJ y hPMS2, que originan proteínas de reparación
defectuosas incapaces de corregir los errores en la replicación (Bronner et al., 1994; Loeb,
1994; Papadopoulos et al., 1994; Peltomáki, 1994; Eshíeman y Markowitz, 1995).
De entre todos estos genes se ha comprobado la implicación de mutaciones puntuales
en el gen MSH2, localizado en el cromosoma 2p (Fishel et al., 1993), sobre la inestabilidad
genética observada en las células BCS-TC2. 1 y BCS-TC2.2. Para ello se ha analizado una
de las regiones conservadas del gen mediante estudios de polimorfismo conformacional de
banda sencilla (SSCP) y secuenciación. Los resultados obtenidos indican que no hay
mutaciones en la región analizada. Sin embargo, se aprecia un polimorfismo, con
sustitución de C por T, localizada 6 pares de bases hacia arriba del exón que comienza en
el codon 669 del cDNA (Figura 61). Este polimorfismo se ha detectado tanto en la línea
celular parental BCS-1C2 como en las dos lineas tumorigénicas.
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Figura 61.- Polimorfismo de MSH2 en las células BCS-TC2, BCS-TC2.1 y BCS-TC2.2.
La secuencia que codifica para los nucleotidos 2020-2225 del cDNA y las regiones próximas del
DNA genómico que contienen la unión intrón/exón fueron amplificadas por los cebadores 16324 y 16340
mediante PCR. En la figura se muestra la autorradiografia de los geles de secuencia derivados de los
productos de PCR. Como se puede apreciar (flecha) se observa una sustitución de C por 1, 6 pares de bases
por encima del exón comenzando en el codon 669.
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En algunos casos se ha detectado esta sustitución C por T exclusivamente en el
tejido tumoral, y no en el normal, de un mismo individuo (Fishel et al., 1993), por lo que
estos autores consideran el cambio como una mutación y no como polimorfismo. Sin
embargo, Leach el al. (1993) describen esta misma alteración en algunos individuos
normales. Por ello, parece más correcto considerar la sustitución como polimorfismo no
relacionado con la aparición de los tumores. Recientemente, se ha descrito que en cáncer
colorrectal, sin diagnóstico HNPCC, no no hay mutación en el gen MSH2 en la línea
germinal (Brassett el al., 1996). Puesto que no se han secuenciado todas las regiones
conservadas, este resultado no permite ni afirmar ni excluir que el gen MSH2, u otro gen
relacionado con los mecanismos de replicación/reparación, pueda ser el responsable de la
inestabilidad genética observada.
Para poder explicar la relación existente entre la tumorigenicidad y la adquisición
o manifestación de inestabilidad genética en las sublíneas, se pueden postular dos hipótesis.
En primer lugar, es posible que las mutaciones se originen debido a una velocidad elevada
de crecimiento in vivo en presencia de matrigel, como se ha propuesto para células de
melanoma con baja capacidad de metástasis (Kobayaski et al., 1994). Sin embargo, esta
hipótesis implica la existencia de inestabilidad genética en la línea parental, lo que no
ocurre durante el cultivo continuado de las células BCS-TC2.
En segundo lugar, el crecimiento in vivo en presencia de matrigel podría seleccionar
o inducir una subpoblación de células con inestabilidad genética. La selección de una
subpoblación celular parece estar de acuerdo con los resultados obtenidos hasta el momento
(cariotipo, etc.). Hay que considerar que los carcinomas de colon primario y las líneas
obtenidas de ellos, incluyendo las células BCS-TC2, presentan gran heterogeneidad (Fidíer,
1985; Tumay ez’ al., 1990; Fidíer, 1995), conteniendo subpoblaciones celulares con
diferentes grados de diferenciación.
Distintos agentes, como el matrigel, pueden inducir alteraciones celulares. Así,
células de próstata de rata cultivadas en matrigel, originan variantes celulares no
preexistentes dentro de la población parental que se originan como resultado de un proceso
de diferenciación (Freedman et al., 1994). Agentes, tales como aminas heterocíclicas,
originan en ratas tumores de colon con inestabilidad genética (Canzian el al., 1994). Por
otro lado, en diferentes lineas celulares, el tratamiento con drogas, origina la selección de
células resistentes que presentan inestabilidad genética (Anthoney cf al., 1996). De acuerdo
con estos estudios se podría pensar que el matrigel induce la inestabilidad genética en las
células BCS-TC2. Sin embargo, distintos resultados apuntan a que el matrigel por sí
mismo, no es capaz de inducir la formación de tumores, a menos que la población celular
tenga una predisposición. En este sentido se ha descrito que células epiteliales normales de
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próstata y genéticamente estables no pueden ser transformadas por el matrigel in vivo
(Marengo y Chung. 1992).
Por tanto, es posible que en el caso de las células BCS-TC2 la interacción con el
extracto de basamento membranoso conduzca a la selección de una subpoblación celular que
tenga o adquiera la capacidad de proliferar in vivo y que manifiesta inestabilidad genética
(López-Conejo et al.. 1996, 1997).
3.6. OBTENCIÓN DE CÉLULAS DE LOS TUMORES INDUCIDOS POR
COINVECCIÓN DE CÉLULAS BCS-TC2 CON LAMININA Y CON
FIBRONECTINA Y ESTUDIO DE SU CAPACIDAD TUMORIGÉNICA
3.6.1. EFECTO DE LA LAMININA EN LA CAPACIDAD TUMORIGÉNICA DE
LAS CÉLULAS BCS-TC2.
La coinyección subcutánea de las células BCS-TC2 con laminina induce la
formación de tumores en ratones atimicos. Como se comprobó por estudios
mnniunohistoquimicos de los tumores se observan dos zonas bien diferenciadas. La capa
externa, más compacta, presenta un menor grado de diferenciación pero una mayor
actividad proliferativa respecto de la zona interna. Por ello, se planteó la obtención de las
células de ambas zonas, para proceder a su comparación y establecer así las posibles
diferencias existentes entre ellas.
La obtención de las células se realizó como se ha descrito anteriormente. En ambos
casos, tras 4-5 días se observa la aparición de células con morfología redondeada a partir
de los explantes del tumor (Figura 62). Transcurridos 5 o 7 días, las células se han
extendido y comienzan a formar monocapas. En los cultivos de las células procedentes de
la zona externa del tumor se observan fibroblastos, que van desapareciendo del cultivo con
el tiempo (Figura 62 A,B,C). Sin embargo, no se aprecian fibroblastos en el cultivo de las
células procedentes de la zona interna. Cuando las células han alcanzado una densidad
celular adecuada, se lleva a cabo una ligera tripsinización, y las células levantadas se
siembran en nuevos frascos. La apariencia morfológica de las células provenientes de la
zona externa o interna del tumor (BCS-TC2.LNe y BCS-TC2.LNi, respectivamente) es
bastante diferente. Por microscopia óptica se aprecia que las células BCS-TC2.LNe,
presentan una morfología redondeada con un bajo grado de extensión, mientras que las
células BCS-TC2.LNi presentan forma bipolar muy extendida. Ambas líneas celulares se
mantienen en cultivo en condiciones estándar, procediendo a su subcultivo cuando alcanzan
la confluencia. Cuando se observa que las células mantienen las características
morfológicas, con los pases de tripsinización, se considera que el cultivo es estable y se
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procede a su caracterización. En apartados posteriores se recogen algunos de los parámetros
característicos valorados para ambas sublineas.
Se comprobó si estas células eran capaces de desarrollar tumores en ausencia de
laminina. Para ello, se llevaron a cabo experimentos de tumorigenicidad in vivo, cuyos
resultados, recogidos en la figura 63, indican que ambas sublíneas presentan capacidad
tumorigénica intrínseca, siendo la incidencia de formación de tumores del 100% en ambos
casos.
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(semanas)
Incidencia
(2 semanas)
Incidencia
(7 semanas)
Tamaño tumor
(cm)a
BCS-TC2.LNe 1 8(8) 8(8) 2,47±0.47
BCS-TC2.LNi 1 4(8) 8(8) 1,78±0,84
Figura 63.- Tumorigenicidad de las células BCS-TC2.LNe y BCS-TC2.LNi.
En la parte superior de la figura se representa la variación con el tiempo del tamaño de los tumores
originados por células BCS-TC2.LNe y BCS-TC2.LNi. El tamaño del tumor, la incidencia, y el periodo de
latencia se determinó a diferentes tiempos después de la inyección subcutánea de lx 106 células en ratones
atimicos. En la parte inferior se recoge el periodo de latencia expresado en semanas y la incidencia de
formación de los tumores a las 2 y 7 semanas, respectivamente. (~) Se indica el tamaño de los tumores 8
semanas después de la inyección. Los datos representan los valores medios de dos experimentos, en cada uno
de los cuales se utilizan 4 ratones.
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La fase de latencia del tumor es similar en las dos sublíneas, aunque existen
diferencias en cuanto a su capacidad proliferativa. Así, las células BCS-TC2.LNe presentan
una mayor capacidad tumorigénica puesto que a las dos semanas de la inoculación la
incidencia de formación de tumores es del 100%, mientras que en las células BCS-TC2.LNi
esta incidencia no se alcanza hasta después de 7 semanas. Además, los tumores originados
por las células BCS-TC2.LNe son de mayor tamaño que los originados por la línea BCS-
TC2.LNi (Figura 63). Este resultado se correlaciona con la mayor actividad proliferativa
observada en la capa externa de los tumores, zona de la que proceden las células BCS-
TC2.LNe.
3.6.2. EFECTO DE LA FIBRONECTINA EN LA CAPACIDAD TUMORIGÉNICA
DE LAS CELULAS BCS-TC2
Dado que las células BCS-TC2 son capaces de interaccionar con fibronectina, e
influir en procesos como la adhesión y la proliferación celular, se planteó estudiar el efecto
de dicha proteína sobre la capacidad tumorigénica de estas células. Para ello se coinyectan
subcutáneamente células BCS-TC2 con fibronectina en ratones atímicos. Los resultados de
dichos experimentos se recogen en la figura 64.
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Figura 64.- Efecto de la fibronectina sobre la capacidad tumorigénica de las células BCS-TC2.
El efecto de la fibronectina se estudia coinyectando subcutáneamente en ratones atimicos 1 x106
células BCS-TC2 en presencia de 125 sg de fibronectina. El tamaño de los tumores se mide a distintos
tiempos. Los experimentos se realizaron dos veces, utilizando en cada uno de ellos una media de 4 ratones.
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Estos datos indican que la fíbronectina es capaz de inducir la formación de rumores
por las células BCS-TC2. La fase de latencia es de 6 semanas, tiempo en el cual se han
desarrollado tumores en 6 dc los 8 ratones inyectados. Este periodo de latencia es superior
al tiempo requerido para detectar tumores cuando las células se coinyectan con laminina o
matrigel. Sin embargo, el tamaño de los tumores desarrollados por la inducción de laminina
y fibronectina a las 8 semanas son similares. Después de 14 semanas, la incidencia de
formación de tumores en presencia de fibronectina es del 100%.
Como se ha comentado anteriormente, la interacción de las células BCS-TC2 con
fibronectina tiene lugar principalmente a través de la integrina a5~1. La interacción de este
receptor con su ligando transmite la señal al interior de la célula, dando lugar a la
regulación de la adhesión y migración celular, al ensamblaje de la matriz y a la
organización del citoesqueleto (Akiyama et al., 1989; Ruoslahti, 1994). En general, se ha
postulado que un incremento en la expresión de ct5j31 se traduce en una menor capacidad
tumorigénica de las células (Giancotti y Ruoslahti, 1990; Schreiner el al., 1991; Stallmach
et al., 1994), así como que la incubación con fibronectina revierte el fenotipo maligno de
ciertos tipos de células. Sin embargo, en otras casos, la adhesión de células epiteliales
inmortalizadas sobre fibronectina se correlaciona con tumorigenicidad, ya que sólo células
epiteliales bronquiales cultivadas sobre fibronectina, pero no sobre laminina, colágeno de
tipo IV o plástico, forman tumores en ratones atímicos (Schiller y Bittner, 1995). Además,
en estos casos la función clave de esta integrina en el proceso tumorigénico se ha puesto
de manifiesto al comprobarse que la tumorigenicidad se inhibe por anticuerpos anti-
integrinas a5 y f3~ (Schiller y Bittner, 1995).
La interacción de a5~1 con fibronectina puede inducir la proliferación en células de
carcinoma de colon, mientras que la expresión de a5~1 en ausencia de adhesión a
fibronectina disminuye la proliferación (Varner ez’ al., 1995). Probablemente la interacción
de las células BCS-TC2 con la fibronectina coinyectada, a través de la integrina a5~1,
origine un incremento en la actividad proliferativa de las células que favorece su
crecimiento in vivo. Hay que considerar que los experimentos realizados in vifro indican
que la fibronectina es capaz de incrementar la capacidad proliferativa de las células BCS-
TC2 (Tabla VII; Figura 20). Por tanto, la interacción de células BCS-TC2 con fibronectina
a través del receptor a5~1 favorecerá probablemente la proliferación celular.
De los tumores obtenidos por coinyección de la línea parental con fibronectina se
aislaron células y se establecieron en cultivo. Las nuevas células, denominadas BCS-
TC2.FN, se inyectaron subcutáneamente en ausencia de fibronectina, con objeto de
determinar su capacidad tumorigénica. Estas células son capaces de proliferar in vivo y se
desarrollan tumores con una incidencia del 100% (Figura 65). Esta capacidad tumorigénica
intrínseca se mantiene tanto tras múltiples pases iii vitro como tras un segundo pase in vivo
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en ratones atímicos. Así, las células BCS-TC2.FN2, procedentes de tumores desarrollados
por las células BCS-TC2 . FN, también presentan capacidad para formar tumores por sí solas
(Figura 65).
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Linea celular Latencia
(semanas)
Incidencia Tamaño tumor
(cm)
BCS-TC2.FN 2 8(8) 1,72±0,60
BCS-TC2.FN2 2 8(8) 1,32±0,50
BCS-TC2±FN 6 6(8) 0,73±0,26
Figura 65.- Tumorigenicidad de las células RCS-TC2.FN y BCS-TC2.FN2.
En la parte superior de la figura se representa el crecimiento ¡ti vivo de las células parentales
coinyectadas con l2Spg de fibronectina, y de las sublineas BCS-TC2.FN y BCS-TC2.FN2, después de la
inyección subcutánea de 1x106 células en ratones atimicos. En la parte inferior se recoge el periodo de
latencia, asi como la incidencia y el tamaño de los tumores 8 semanas después de la inyección. Los datos
representan los valores medios de dos experimentos, en cada uno de los cuales se utilizan 4 ratones.
La laminina, la fibronectina y los colágenos modifican in viti-o, el comportamiento
de las células BCS-TC2 de una manera similar. Sin embargo, su repercusión in vivo es
diferente, ya que ninguno de los colágenos ensayados (colágenos de tipo 1, IV y V) inducen
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el crecimiento tumoral. Este comportamiento se podría justificar teniendo en cuenta que en
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la interacción de las células BCS-TC2 con las proteínas estudiadas participan diferentes
tipos de receptores que, una vez que interaccionan con el ligando adecuado, pueden
desencadenar la transmisión de la señal al interior celular originando distintas respuestas
celulares. Además, se ha sugerido que la progresión tumoral in vivo depende de que se
induzca un incremento en la proliferación celular así como de la supervivencia de células
aberrantes que resultan de la supresión de la apoptosis (Fisher, 1994). Es probable que la
interacción de las células BCS-TC2 con laminina o fibronectina, por interacción con a431
y c~43 respectivamente, induzca la supresión de la apoptosis, lo que favorecería el
desarrollo tumoral. En este sentido se ha postulado que la expresión de a~ suprime la
apoptosis (Zhang et al., 1995; O’Brien eit al., 1996). Por otro lado, la interacción de a6~4
con laminina-5 parece desencadenar una señal esencial para la supervivencia celular
(Dowling et al., 1996).
3.6.3. CARACTERIZACIÓN DE LAS SUBLÍNEAS BCS-TC2.LNe,
BCS-TC2.LNi, BCS-TC2.FN y BCS-TC2.FN2
Para caracterizar las nuevas sublíneas tumorigénicas establecidas, se analizó el
cariotipo, el grado de diferenciación y la expresión de integrinas y de metaloproteinasas.
Los resultados quedan recogidos en la tabla XIV.
Cariotipo
El estudio de los cariotipos indica que, en todas las sublíneas. se mantienen los dos
marcadores cromosómicos detectados en las células parentales, los derivados del
cromosoma 15 y del 16, junto con una alteración en el cromosoma 9 que no se encuentra
en la línea parental. Este mismo resultado se obtuvo para las líneas BCS-TC2. 1 y BCS-
TC2.2 caracterizadas con anterioridad. Estos resultados sugieren que todas las sublíneas
establecidas provienende una subpoblación, presente en el cultivo heterogéneo original, que
presenta esta nueva alteración genética. Dicha alteración podría ser la responsable de la
capacidad tumorigénica detectada en todas estas sublíneas. Puesto que el derivado del
cromosoma 9 aparece independientemente del factor con el que se coinyectan las células
(matrigel, laminina o fibronectina), podría ser que, en todos los casos, se selecciona la
misma subpoblación por su mayor capacidad proliferativa/tumorigénica. Para poder
determinar este aspecto se procedió a estudiar otros parámetros que permitieran confirmar
o descartar dicha posibilidad.
Grado de diferenciación
Generalmente, un menor grado de diferenciación es indicativo de mayor malignidad.
Por este motivo, se realizaron estudios morfológicos de las diferentes sublíneas por
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microscopia electrónica de transmisión, y se analizaron de los niveles de actividad de
fosfatasa alcalina. Las células epiteliales diferenciadas se encuentran polarizadas.
distinguiéndose dos zonas en la membrana plasmática. La membrana apical forma el
denominado borde en cepillo, y se orienta hacia el lumen intestinal. La membrana
basolateral es la responsable de establecer los contactos célula-célula y célula-sustrato. La
existencia de estas dos regiones se puede mantener gracias a una disposición especial del
citoesqueleto (Peterson y Mooseker, 1993).
La morfología se ha analizado mediante microscopia electrónica de transmisión
(Figuras 66 y 67).
Figura 66.- Microscopia electrónica de transmisión de las células BCS-TC2.LNe y BCS-TC2.LNi.
Las células creciendo en condiciones estándar se preparan para visualizarse por microscopia
electrónica como se indica en Métodos. Células BCS-TC2.LNe (A) y BCS-TC2.LNi (E) (Barra, 2.5 pm).
4.
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Las sublineas BCS-TC2.LNi, BCS-TC2.FN y BCS-TC2.FN2 presentan una
membrana polarizada, lo que es indicativo de su naturaleza diferenciada (Figura 66B y 67).
distinguiéndose la membrana apical, que contiene casi la totalidad de las microvellosidades,
y la membrana basolateral, que aparece más lisa. Por el contrario, las células BCS-
TC2.LNe presentan la misma morfología que las células parentales (Figura 45), no
apreciándose polarización de la membrana (Figura 66A).
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La actividad de fosfatasa alcalina en las células BCS-TC2.LNe es similar a la de la
línea parental (Tabla XIV), sin que exista además polarización en su membrana (Figura
66A), lo que confirma su naturaleza poco diferenciada. Por el contrario, las células BCS-
TC2 . LNi, BCS-TC2. FN y BCS-TC2. FN2 presentan un mayor grado de diferenciación que
la línea parental. según los datos de actividad de fosfatasa alcalina (Tabla XIV), y la
polarización de sus membranas (Figura 66B y 67). Las células BCS-TC2. 1 y BCS-TC2.2
son menos diferenciadas que las células BCS-TC2 (Tabla XII). Por tanto, el análisis de las
sublíneas, todas con capacidad tumorigénica pero con diferente grado de diferenciación,
indican que en este sistema no se pueden correlacionar estos dos parámetros. Sin embargo.
hay que considerar que, en cualquiera de los casos, las diferencias de actividad existentes
entre las líneas celulares son pequeños ya que las células BCS-TC2 diferenciadas con
butirato sódico presentan una actividad de fosfatasa alcalina de 350 mU/mg tras 9 días de
cultivo (Navarro el al., 1997). Los resultados también indican que las sublíneas establecidas
provienen de diferentes subpoblaciones celulares ya que cada una presenta un diferente
grado de diferenciación. Incluso las células BCS-TC2.LNe y BCS-TC2.LNi, procedentes
del mismo tumor, tienen propiedades diferentes.
Expresión de integrinas
En las sublíneas BCS-TC2.l y BCS-TC2.2 hay diferencias en los niveles de
integrinas con respecto a los de la línea parental. Se procedió a estudiar la expresión de
estos receptores en las nuevas sublíneas para comprobar si se mantenian estas mismas
alteraciones, lo que podría sugerir una correlación entre ellas y la adquisición de un
fenotipo tumorigénico. Como queda recogido en la tabla XIV, en todas las sublíneas se
produce un incremento en la expresión de las integrinas ~ y a2 y una disminución en la
expresión de la subunidad j34 respecto de la línea parental. Sin embargo, no se producen
modificaciones en los niveles de la integrina a5.
Los niveles de expresión de la integrina a6 se incrementan en las células BCS-
TC2.FN y BCS-TC2.FN2, lo que indicaría un incremento de la integrina a6~1. Sin
embargo, en las sublíneas BCS-TC2.LNe y BCS-TC2.LNi se produce una disminución en
los niveles de esta subunidad, principalmente en las células procedentes del interior del
tumor. Puesto que en estas líneas celulares disminuyen los niveles de f34 en mayor medida
que para las otras sublíneas, es probable que la disminución de a6 sea reflejo de la
existencia de menor cantidad del heterodimero aj34, aunque los niveles de integrina a431
se mantengan o sean superiores a los de la línea parental. En este caso, la expresión
incrementada de la integrina a431 estaría relacionada con la capacidad tumorigénica de las
células.
Por tanto, el análisis de los niveles de expresión de integrinas en estas sublíneas
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Tabla XIV. Características de las células BCS-TC2.LNe, BCS-TC2.LNI, BCS-
TC2.FN y BCS-TC2.FN2
BCS-TC2 BCS-TC2.LNe
CARIOTIPO 46XXder(15) 46XXder(l5)
BCS-TC2.LNi BCS-TC2.EN BCS-TC2.FN2
46XXder(15) 46X1Xder(15) 46XXder(l5)
der(I 6) der(l 6)der(9) der(1 6)der(9) der(1 6)der(9) der(1 6)der(9)
DIFERENCIACION CELULAR
ALP’ 15,60 18,24 46,25 135,51 70,00
Polarizaciónb NO NO SI SI SI
INTEGRINAS0
f3
1(ALEXI/4) 100(224) 100(380) 100(339) 100(425) 100(472)
a2 (PlE6) 100(132) 100(222) 100(201) 100(173) 100(208)
~x5(B1102) 100 (28) 100 (33) 100 (34) 100 (28) 100 (39)
U6 (GoH3) 100 (64) 100 (62) 100 (41) 100 (69) 100 (97)
¶34 (3E1) 100(180) 100 (65) 100 (29) 100 (96) 100(124)
METALOPROTIEINASAS
12 34 5 1 2 345
MMP-9 — eS MMP-7
MMP-2 MMP-2
asociada a
1. BCS-TC BCS-T02 FN membrana
2. BCS-T02.LNe 5. BCS-TC2.FN2
3. BCS-TC2.LNi
El cariotipo de las células BCS-TC2 y de las sublíneas se ha realizado mediante bandeo O de variasmetafases
de las células en diferentes pases de tripsinización. aLa actividad de fosfatasa alcalina (ALP) se determiné
9 días después de la siembra, como se indica en Materiales y Métodos, y se expresa en mU/mg de proteína.
El error experimental es inferior al 10%. bEl grado de polarización se determinó por microscopia electrónica
de transmisión, ‘Las células se procesan para citometria de flujo como se detalla en Materiales y Métodos.
Las diluciones del primer anticuerpo utilizado son 1:100 para ALEXI/4, P1E6 y B11G2, 1:50 para GoI-13 y
1:1000 para 3E1. Se indica el porcentaje de células positivas y, entre paréntesis, el valor de la intensidad
media de fluorescencia. dLas actividades gelatinoliticas en el medio condicionado se detectaron por
gelatinograma (MMP-2, MMP-9 y asociada a membrana) o por inmunodetección (MMP-7) como se indica
en Materiales y Métodos.
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confirmaría que el incremento en la expresión de la subunidad ¶3. U, y probablemente c~,.
junto con una disminución de los niveles de ¶3~, esté relacionado con el aumento de la
capacidad tumorigénica.
Metaloproteinasas
Para intentar establecer una relación entre la secreción de MMPs y la capacidad
tumorigénica se ha procedido a la detección de MMPs en el medio condicionado por las
diferentes líneas celulares.
El gelatinograma de los medios condicionados de las sublíneas indica que todas
presentan actividad gelatinolítica MMP-2 y MMP-9 (Tabla XIV). La intensidad de estas
bandas es inferior en las sublineas BCS-TC2.LNe y BCS-TC2.LNi que en las sublineas
BCS-TC2.FN y BCS-TC2.FN2, siendo en todos los casos superior a la detectada para las
células parentales. Además, en todas las líneas celulares, incluida la línea parental, se
detecta actividad gelatinolítica asociada a la membrana celular (Tabla XIV), lo que sugiere
la presencia en la superficie de las células de receptores/activadores de la MMP-2.
En la tabla XIV también se recoge la inmunodetección de MMP-7 por Western Blot
en las diferentes líneas. Las células parentales no secretan esta enzima, mientras que silo
hacen las líneas BCS-TC2.LNi, BCS-TC2.LNe, BCS-TC2.FN y BCS-TC2.FN2, siendo
estas dos últimas las que expresan niveles más altos. Este hecho confirma la hipótesis de
la participación de la matrilisina en la proliferación celular, ya que se ha encontrado una
correlación entre la expresión del antígeno Ki67 y dicha metaloproteinasa (Sires et al.,
1993). Las células que proceden de la zona más proliferativa del tumor (BCS-TC2.LNe)
expresan mayores niveles de MMP-7 y desarrollan tumores de mayor tamaño que las
células procedentes de la zona menos proliferativa.
Por tanto, las sublíneas tumorigénicas aquí estudiadas presentan unos niveles
incrementados en la expresión de las MMP-2, MMP-7 y MMP-9 respecto de la línea
parental, coincidiendo con los resultados anteriormente obtenidos para las células BCS-
TC2. 1 y BCS-TC2.2. Por tanto, estos resultados sugieren la existencia de una relación
directa entre la expresión de estas metaloproteinasas y el potencial tumorigénico de las
sublíneas.
3.7. ESTUDIO DE LA CAPACIDAD METASTÁTICA DE LAS SUBLÍNEAS
CELULARES
Numerosos estudios indican una correlación entre la producción de MMPs y el
potencial tumorigénico e invasivo de las células (Stetler-Stevenson el al., 1993; Witty et
al., 1994; Kawamata eí al., 1995). Puesto que las sublíneas establecidas expresan diferentes
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MMPs, y ya se ha comprobado su capacidad tumorigénica, se procedió a analizar su
posible capacidad metastática.
La producción de metástasis en ratones atímicos depende de numerosos factores,
entre ellos, de las propiedades intrínsecas de las células tumorales, de la respuesta del
huésped, de la técnica experimental utilizada y de la salud y el mantenimiento de los
ratones (Fidíer, 1991; 1995). Hay que considerar que la metástasis tiene lugar como
consecuencia de una serie de etapas secuenciales. Cualquier factor que afecte a una de estas
etapas puede influir en el comportamiento de las células tumorales y en su capacidad para
establecer metástasis. La mayor parte de los tumores sólidos implantados subcutáneamente
en ratones crecen localmente pero muestran un grado de invasividad muy limitado (Fidíer,
1991). Este hecho, se asocia frecuentemente con el desarrollo de una densa cápsula fibrosa
alrededor del tumor. Como se ha comentado con anterioridad en la Memoria, dicha cápsula
también se observa en todos los tumores formados tras la inyección subcutánea de las
distintas sublíneas tumorigénicas, asi como en los tumores ocasionales o inducidos por
matrigel en las células parentales.
La elección del sitio de inoculación de las células es fundamental en el desarrollo
de modelos de metástasis. El comportamiento metastático se incrementa cuando las células
se implantan ortotrópicamente, puesto que la expresión del fenotipo maligno depende del
sitio de crecimiento e implica interacciones específicas con la matriz de tejido conectivo
local (Fidíer, 1995). Frecuentemente las células se inyectan directamente en el hígado, el
ciego o la vena porta. Sin embargo, estos métodos llevan consigo efectos laterales, tales
como desarrollo de adhesiones perihepáticas, siembra de células en el peritoneo,
obstrucción intestinal, trombosis en la vena porta o desangramiento (Brand el al., 1996).
Para comprobar la capacidad metastática de las diferentes líneas celulares se ha
seleccionado la inyección de las células en el bazo de ratones atímicos, ya que se ha
descrito este sitio de inoculación como el más adecuado para estudios con células de
carcinoma de colon (Giavazzi a al., 1986; Morikawa a al., 1988; Fidler. 1995). La red
sinusoidal del bazo proporciona acceso directo al sistema portal, siendo el porcentaje de
células que sobreviven 24 horas después de la inoculación relativamente alto (Fidíer, 1975;
Brand etal., 1996). Este modelo de metástasis “espontánea” reproduce fielmente el proceso
metastático, ya que permite estudiar todos los pasos de dicho proceso, incluidas las etapas
iniciales (angiogénesis, liberación de las células de la masa tumoral e invasión de los
vasos). Los experimentos se realizan a tiempos largos dado que, en algunos casos, se
requieren tiempos mínimos de seis meses para poder detectar la existencia de metástasis.
Se estudió la capacidad metastática intrínseca de las células parentales y de las
sublineas tumorigénicas. Los resultados, recogidos en la tabla XV, indican que en ninguno
Resultados y Discusión 189
de los ratones inyectados con células BCS-TC2 se detectan metástasis incluso tras largos
períodos de tiempo después de la inyección (5-10 meses). Por tanto, las células BCS-TC2
no presentan capacidad metastática, lo que se correlaciona con el carácter no tumorigénico
de las células.
Las sublíneas tumorigénicas obtenidas por selección con matrigel (BCS-TC2. 1 y
BCS-TC2.2), son capaces por si solas de originar metástasis hepáticas, con una incidencia
del 20% y 66% respectivamente. Las sublíneas obtenidas por selección con laminina (BCS-.
TC2.LNe y BCS-TC2.LNi) o fibronectina (BCS-TC2.FN) desarrollan focos secundarios
en el hígado en el 60% y 50% de los ratones inyectados, respectivamente. Ninguna de estas
sublíneas origina la formación de metástasis pulmonar.
Tabla XV. Capacidad metastática de las células parentales y sublíneas tumorigénicas.
Línea celular Metástasis
hepática
Metástasis
pulmonar
BCS-TC2 0(8) --- 0(8)
BCS-TC2. 1 1(5) 20% 0(5)
BCS-TC2.2 4(6) 66% 0(6)
BCS-TC2.LNe/ LNi 3(5) 60% 0(5)
BCS-TC2.FN 2(4) 50% 0(4)
Se inyectan 5x1 06 células en el bazo de ratones atimicos y éstos se sacrifican cuando se observan indicios de
posibles metástasis (3 meses para las células BCS-TC2.LNe/LNi, 4 para las BCS-TC2. 1 y BCS-TC2.2 y 6
meses para las células BCS-TC2.FN) y se reaJiza la autopsia. En la tabla se indica la incidencia de formación
de metástasis (número de ratones con metástasis respecto del total) y el porcentaje que representa.
La metástasis requiere interacciones de las células tumorales con la ECM en
diferentes etapas del proceso metastático. Estas interacciones dependen de la expresión de
receptores de la familia de las integrinas, además de otras moléculas de adhesión. Las
sublíneas celulares establecidas, tumorigénicas y metastáticas, presentan cambios en la
expresión de integrinas respecto de la línea parental (incremento en la expresión de las
subunidades ¶3’, a, y U6 y disminución en los niveles de ¡3d; tablas XIII y XIV). Puesto que
dichos cambios son cualitativamente semejantes en todas las sublíneas, éstos se podrían
correlacionar con su comportamiento invasivo.
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Niveles incrementados de fi, se han encontrado en células invasivas y tumorigénicas.
respecto de células no tumorigénicas y poco invasivas (Dedhar y Saulnier, 1990). Los
niveles de expresión incrementados de la subunidad ~3,sugieren que este incremento puede
ser importante para la formación de metástasis hepáticas, como se ha descrito en células
de carcinoma gástrico (Yasoshima et al., 1996). Por otro lado, la expresión incrementada
de la integrina a43, se ha demostrado que potencia la capacidad metastática de células de
rabdomiosarcoma humano (Chan el al., 1991; 1992).
Estudios in viii-o indican una correlación entre la invasión y la expresión de la
integrina a6 (Dedhar y Saulnier, 1990; Rabinovitz el al., 1995; Shaw el al., 1996). Su
localización en los sitios de invasión, donde puede interaccionar y ser regulada por lanueva
matriz disponible, justificaría que su expresión favorezca el proceso invasivo (Rabinovitz
ci al., 1995). Así, en fibroblastos humanos, la transformación maligna lleva asociada un
incremento en los niveles de la integrina a6¶3, (Lin et al., 1993). En pacientes con
carcinoma de mama se ha encontrado una relación entre la expresión de integrinas que
contienen a6, la formación de metástasis y el tiempo de supervivencia (Friedrichs ci al.,
1995). La supresión de la expresión de a6, o el bloqueo con anticuerpos frente a esta
integrína, inhiben la metástasis pulmonar de células de carcinoma de pulmón, de
fibrosarcoma y de melanoma (Ruiz el al., 1993; Danen et al., 1993; Yamamoto ci al.,
1996). Se ha indicado que la integrina a6 puede desempeñar una doble función en el
proceso metastático, mediando la adhesión de células tumorales al endotelio a través de la
unión a un ligando desconocido, y a la laminina de la matriz extracelular subendotelial
durante la extravasación (Yamanioto el al., 1996).
De esta manera, es probable que los niveles de expresión incrementados de las
subunidades a2, a6 y 3, en las células metastáticas faciliten la interacción de éstas con los
ligandos de la matriz subendotelial (laminina y colágeno de tipo IV) a través de los
receptores aj3, y a2fi,. La disminución de la expresión de la cadena ¶34 podría relacionarse
con la pérdida de interacciones célula-célula y célula-matriz en las fases iniciales de la
invasión (Chammas el al., 1991 b; Bossman, 1993), lo que favorecería la formación de
metástasis distantes (Daémi el al., 1995). La disminución en la expresión de esta integrina
también se correlaciona con una mayor motilidad (Bretscher, 1992; Falcioni el al., 1994;
Nagle eí al,, 1995). De cualquier modo, a causa de la complejidad de la cascada
metastática, la contribución de las integrinas al mecanismo metastático es dificil de
interpretar.
Concluyendo, se han obtenido líneas celulares, derivadas de subpoblaciones
presentes en la línea parental, que difieren de estas en su capacidad metastática, lo que
confirma la hipótesis de que no todas las células del tumor primario presentan capacidad
para formar focos secundarios. El comportamiento invasivo de estas sublíneas
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probablemente sea debido a que presentan una mayor actividad gelatinolítica, un diferente
patrón de integrinas y una mayor capacidad de proliferación in vivo que las células
parentales.
3.7.1. INDUCCIÓN DE LA CAPACIDAD METASTÁTICA DE LAS CÉLULAS
BCS-TC2
Las sublíneas tuniorigénicas, seleccionadas por su interacción con laniinina,
fibronectina o matrigel presentan capacidad metastática intrínseca. Teniendo en cuenta todos
estos hechos, se analizó si la laminina, la fibronectina o el matrigel eran capaces de inducir
la capacidad metastática de las células BCS-TC2.
Inícialmente se estudió la capacidad metastática de la línea parental BCS-TC2.
comparándola con las células HT-29, en ausencia y en presencia de matrigel. Como ya se
ha comentado anteriormente, las células BCS-TC2 no son capaces por sí solas de inducir
metástasis. Sin embargo, en todos los ratones inyectados con células HT-29 se aprecia el
inicio de metástasis hepática tan sólo dos meses después de la inoculación de las células
(Tabla XVI).
Tabla XVI. Efecto del
BCS-TC2 y
inatrigel en la capacidad metastética de las células
HT-29
Línea celular Matrigel
(mg)
Metástasis
hepática
Metástasis
pulmonar
Tiempoa
(meses)
BCS-TC2 --- 0(8) --- 0(8) --- 5-10
BCS-TC2 0,2 3(7) 43% 0(7) --- 5-10
BCS-TC2.l --- 1(5) 20% 0(5) --- 4
BCS-TC2.l 0,2 4(4) 100% 0(4) --- 2
BCS-TC2.2 --- 4(6> 66% 0(6) --- 4
BCS-TC2.2 0,2 3(3) 100% 0(3) --- 2
HT-29 --- 2(2) 100% 0(2) --- 2
HT-29 0,1 2(3) 66% 2(3) 66% 2
En la tabla se recoge la incidencia de formación de metástasis hepática y/o pulmonar cuando se inyectan en
el bazo de ratones atímicos células BCS-TC2, BCS-TC2,l, BCS-TC2.2 (5x106 por ratón) o HT-29 (5x105
por ratón) en presencia (+) o en ausencia (---) de matrigel (MG). Los ratones se sacrifican, cuando se
observan indicios de posibles metástasis y se realiza la autopsia. ‘ Se indica el tiempo mínimo requerido para
observar la formación de metástasis.
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Por otro lado, cuando las células BCS-TC2 se coinyectan con el matrigel se
incrementa considerablemente la capacidad metastática de las células. Estos resultados
indican que el matrigel no sólo favorece la capacidad tumorigénica de las células parentales
sino también la capacidad invasiva y metastática de las mismas. Hasta la fecha se había
descrito que el matrigel es capaz de inducir el fenotipo metastático en líneas celulares no
metastáticas a producir metástasis (Bao et al., 1994), contrariamente a lo que ocurre con
las células BCS-TC2. Además, los resultados sugieren que la capacidad metástasica de las
células depende no sólo de las propiedades intrínsecas de las propias células, sino que
también puede ser modulada por factores locales medioambientales.
La inyección de las células HT-29 en bazo en presencia de matrigel origina dos
meses después metástasis hepáticas e inicio de metástasis pulmonar en 2 de cada 3 ratones.
En el caso de las células BCS-TC2 se observa metástasis en el 40% de los ratones, pero
no se observa en ningún caso la existencia de metástasis pulmonar. Cuando las células BCS-
TC2. 1 y BCS-TC2.2 se coinyectan con matrigel en el bazo de los ratones atímicos (Tabla
XVI), se produce un incremento en la incidencia de formación de metástasis hepáticas, que
llega a ser del 100% para ambas líneas. Por tanto, el matrigel es capaz de incrementar de
forma muy significativa la incidencia de metástasis en aquellas líneas celulares que ya
presentaban una tendencia a la formación de las mismas, como también se ha descrito en
células de cáncer de mama (Bao et al., 1994).
El efecto de laminina y fibronectina sobre la capacidad metastática de las células
parentales se recoge en la tabla XVII. El 20% de los ratones coinyectados con células BCS-
TC2 en presencia de laminina desarrollan metástasis hepática o pulmonar, mientras que la
fibronectina coinyectada con las células origina, en el 66% de los ratones, metástasis
hepática (en ningún caso metástasis pulmonar). Las metástasis se detectan en ambos casos
entre los 3 y los 10 meses.
Tabla XVII. Efecto de componentes de la ECM sobre la capacidad nietastática de
las células BCS-TC2
Metástasis Control Matrigel Laminina Fibronectina
Hepática 0(8) 3(7) 1(5) 2(3)
Pulmonar 0(8) 0(7) 1(5) 0(3)
Se indica la incidencia de formación de metástasis, tras inyección en el bazo de ratones atimicos de 5x106
células solas (control) o en presencia de 0,2 mg de MG, 0,1 mg de LN o 0,15 mg de FN. Los ratones se
sacrifican cuando se observan indicios de posibles metástasis y se realiza la autopsia.
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Por tanto, la laminina. la fíbronectina y el matrigel son capaces de inducir el
fenotipo maligno en las células BCS-TC2. Estos resultados sugieren que la interacción de
las células con cada uno de estos tres factores probablemente origine la selección de una
subpoblación celular con una mayor capacidad metastática, independientemente del sitio de
inoculación.
Cuando las células BCS-TC2 se inoculan en el bazo en presencia de laminina,
fibronectina o matrigel, se origina la formación de tumores en este órgano. Así, los
componentes de la matriz que favorecen el crecimiento tumoral subcutáneo también
producen el desarrollo de tumores en bazo cuando se inoculan para estudiar su efecto sobre
la capacidad invasiva de las células. Por tanto, la inducción de la capacidad proliferativa
de las células podría influir en las primeras etapas de la metástasis (en el sitio primario) así
como en el crecimiento de las células en el foco secundario. En este sentido se ha descrito
en células de carcinoma gástrico que la capacidad metastática se relaciona con las
diferencias existentes en el potencial de crecimiento de estas células (Yashiro et al., 1995;
Yasoshima et al., 1996). Además, hay que considerar que el incremento en la capacidad
invasiva de las células se puede deber también en parte a la secreción, por parte de las
poblaciones celulares seleccionadas, de metaloproteinasas de la matriz.
Los péptidos G, con secuencias que se encuentran en el dominio globular de la
cadena a, de la laminina- 1, a través de la integrina a6¶3,, activan las señales que provocan
la invasión por estimulación de la formación de estructuras denominadas invadopodia
(Nakahara et al, 1996). Por otro lado, las células seleccionadas por coinyección con
laminina probablemente interaccionen de forma más fácil con la matriz subendotelial (que
contiene laminina). Así, se ha postulado que la adhesión de células cancerosas circulantes
a la laminina presente en la matriz subendotelial es una de las etapas clave en el proceso
metastático (Taraboletti et al., 1993). La coínyección del péptido IKVAV, derivado de la
cadena a de la laminina, estimula la colonización del hígado por células de cáncer de colon,
probablemente por favorecer interacciones célula-célula o célula-sustrato en el hígado
(Bresalier et al., 1996).
La fibronectina está presente en la superficie sinusoidal del hepatocito, rodeando los
capilares en el hígado. Por tanto, la probable selección producida por la interacción de las
células BCS-TC2 con fibronectina podria favorecer más tarde la adhesión celular en el
hígado. Se ha encontrado que la fibronectina asociada a la superficie de los hepatocitos es
la responsable de la adhesión de células TA3/St, de carcinoma de mama murino
(Kempernian et al., 1994). Se ha indicado que la interacción con la fibronectina, presente
en esta localización, puede tener una importancia crucial para la metástasis hepática de
ciertos tumores (Kemperman eta?., 1995). Además, hay que considerar que la fíbronectina
plasmática del huésped puede interaccionar con las células tumorales, formándose un
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agregado que incremente la permanencia (alojamiento) de las células en los capilares y/o
preservar la viabilidad de la célula tumoral contra el stress mecánico (o de otro tipo) en los
vasos. También, hay que considerar que, tanto la laminina como la fibronectina, junto con
trombospondina y proteoglicanos, son las principales proteínas de adhesión que participan
en la captación de células en el lecho vascular (Tuszynski et al., 1997).
En la mayor parte de nuestros estudios se observa la formación de metástasis
después de largos períodos de tiempo (8-10 meses). Este resultado sugiere que la capacidad
invasiva de las células es considerablemente inferior a la descrita para otras células de
adenocarcinoma de colon. Como ejemplo, la línea HT-29, origina metástasis hepática en
el 100% de los ratones sólo dos meses después de la inoculación (Tabla XVI). Un
procedimiento general para la obtención de líneas celulares tumorales con capacidad
metastática incrementada consiste en seleccionar las células metastáticas in vivo. Para ello,
se obtienen células procedentes de los focos metastáticos y éstas se establecen en cultivo
o bien se coinyectan de nuevo para producir nuevas metástasis. De esta manera se obtienen,
normalmente, células con una capacidad metastática muy superior a la que presenta la línea
parental de la que proceden (Fidíer, 1995). Por este motivo se planteó la posibilidad de
establecer nuevas sublineas celulares a partir de los focos secundarios.
De manera general, en los casos en que se ha desarrollado un foco metástatico en
el hígado, se aprecia un número discreto de colonias que se distribuyen por los distintos
lóbulos hepáticos, predominando en la periferia del órgano (Figura 68A). El exámen
histológico de todas las metástasis hepáticas obtenidas muestra unos resultados similares,
independientemente del tipo de células inyectadas en bazo o del factor coinyectado con
éstas. En el tejido hepático invadido por las células de carcinoma de colon se observa
crecimiento tumoral en forma de nódulos compactos (Figura 68B). Se visualiza una zona
con células con mayor capacidad proliferativa y una zona más acelular, localizada en la
región interna de la masa tumoral (Figura 68C).
Para conseguir células que presenten, al menos a priori, la mayor capacidad
metastática posible, se seleccionaron las dos metástasis hepáticas que se habían originado
en el menor periodo de tiempo desde la inyección de las células (2-3 meses). Estas
metástasis hepáticas corresponden a las formadas por células BCS-TC2 inyectadas en
presencia de fibronectina (denominadas BCS-TC2. FNH) y células BCS-TC2 .2 coinyectadas
con matrigel (denominadas BCS-TC2.2.MGH).
En ambos casos, 7 días después de la siembra de los explantes se observa la salida
de células a partir de éstos. Las células son tanto de naturaleza epitelial como fibroblástica,
siendo el número de estas últimas muy bajo en comparación al de las células epiteliales. Las
células con morfología fibroblástica desaparecen después de 15 días en cultivo.
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Figura 68.- Formación de metástasis hepáticas en ratones atimicos.
Análisis histológico de las metástasis hepáticas (A.B) tras tinción de secciones del tumor con
eosina/hematoxilina. (h} bepatocitos: (p) zona proliferaúva de la masa tumorah <1) región interna del foco
metastático. (A. xl 00; B.x200). (C) Metástasis hepática tras la inoculación de células BCS-TC2 en presencia
de fibronectina en el bazo de ratones atímicos. Las colonias se localizan en la periferia del órgano (se indican
con flechas).
Las células epiteliales proliferan formando monocapas semejantes a las formadas por
las células BCS-TC2. Sin embargo, se pueden destacar algunas diferencias. Las células
BCS-TC2.FNI-I presentan un incremento en el grado de extensión celular y una mayor
e
facilidad para ser liberadas de la superficie de cultivo durante el proceso de tripsinización.
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Este hecho no se observa en las células BCS-TC2.2.MGH, pero presentan una morfología
considerablemente más bipolar que las células parentales de las que proceden.
3.7.2. CARACTERIZACIóN DE CÉLULAS PROCEDENTES DE METÁSTASIS
HEPATICAS
Estudios morfológicos
Puesto que, mediante microscopia óptica de contraste de fase, se han observado
diferencias morfológicas entre las células parentales y las células BCS-TC2.FNH y BCS-
TC2.2.MGH, se han realizado estudios morfológicos por microscopia óptica de contraste
de fase y microscopia electrónica de barrido y de transmisión. Los resultados quedan
recogidos en las figuras 69 y 70.
Por microscopia electrónica de barrido se observa que las células BCS-TC2.FNH
presentan un diámetro medio de 14,25 ±1,62 .tm superior a los aproximadamente 10 jim
de diámetro de la línea parental. Además, presentan una membrana polarizada,
localizándose la totalidad de las microvellosidades en la zona apical, como se observa en
la figura 69C. Las células BCS-TC2 diferenciadas por tratamiento con butirato sódico se
caracterizan por un tamaño celular incrementado, una morfología más extendida y
polarización celular (Navarro et al., 1997). En este caso, por tanto, el mayor grado de
diferenciación (Figura 69C) también se correlaciona con el incremento del tamaño celular
(Figura 69A,B) y la morfología más extendida que presentan las células BCS-TC2.FNH.
El análisis morfológico de las células BCS-TC2.2.MGH indica un alto porcentaje
de células bipolares y un tamaño ligeramente menor (9,56±1,02 ~m de diámetro) respecto
de las células parentales BCS-TC2 (Figura 70A,B). Por microscopia electrónica de
transmisión (Figura 70C) no se detecta polarización celular, lo que sugiere que estas células
presentan un bajo grado de diferenciación, al igual que las células parentales.
Estudios de cariotipo
Los estudios de cariotipo indican, en primer lugar, que las células obtenidas a partir
de las metástasis hepáticas son de origen humano y no de ratón. En estas células se
mantienen las dos alteraciones presentes en las células parentales [der( 15), der( 16)] y se
aprecia además la alteración en el cromosoma 9, detectado en todas las sublíneas obtenidas
en los estudios de tumorigenicidad. Estos resultados confirman que este cambio genético
pueda estar relacionado, al menos en parte, con la capacidad tumorigénica y metastática de
estas células.
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Figura 69.- Caracterización morfológica de las células BCS-TCZ.FNI-1
La morfología de las células se analiza por microscopia electrónica de barrido (A: barra lO im).
microscopia óptica de contraste de fase (B: x20) y microscopia electrónica de transmisión (E’: barra 1.7 pm).
.b
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Estudios de tumorigenicidad
Para comparar estas nuevas sublíneas con las ya establecidas, se ha procedido a
determinar su capacidad tumorigénica. inyectándolas subcutáneamente en ratones atínijeos.
Los resultados quedan recogidos en la figura 71.
Las células BCS-TC2.FNH desarrollan tumores por sí solas, con una incidencia del
100% (Figura 71 A). La capacidad tumorigénica de estas células es bastante similar a la que
presentan la sublínea BCS-TC2.FN obtenida por selección tras la inyección subcutánea de
las células parentales en presencia de fibronectina. Por tanto, estos resultados sugieren que
la interacción con esta glicoproteina permite que las células sobrevivan y proliferen tanto
en el sitio primario como en una localización secundaria, originando la metástasis.
Las células BCS-TC2.2.MGH muestran una menor capacidad tumorigénica de las
células que las que proceden, como se aprecia en la figura 71B. La formación de tumores
por las células BCS-TC2.2.MGH tiene lugar en el 60-70% de los ratones, mientras que las
-.4
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Figura 70.- Caracterización morfológica de las células BCS-TC2.2.MGII.
La morfología de las células se analiza por microscopia electrónica de barrido (A; barra lO pm).
microscopia óptica de contraste de fase (B; x2O) y microscopia electrónica de transmisión (E’; barra 1,7 km).
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células BCS-TC2.2 presentan una incidencia del 100%. Además, el tamaño de los tumores
desarrollados por las células BCS-TC2.2.MGH, para un mismo tiempo desde la inoculación
de las células, es considerablemente inferior al de las células BCS-TC2.2.
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Figura 71.- Crecimiento in vivo de las células BCS-TC2.FNH y BCS-TC2.2.MGH.
La tumorigenicidad se estudia inyectando suhcutáneamente en ratones atímicos lxlOe células BCS-
TC2FNH (A) y BCS-TC2.2.MC]L1 (B). El tamaño de los tumores se mide a distintos tiempos desde la
inoculación. La incidencia se determina 8 semanas después de la inyección. Como control se inyectan, en
cada caso, las células de las cuales proceden (BCS-TC2 y BCS-TC2.2). Los experimentos se realizan dos
veces, utilizando en cada experimento 4 ratones, representándose los valores medios.
Con el establecimiento de estas dos nuevas líneas celulares procedentes de metástasis
hepáticas, se ha desarrollado un sistema modelo muy completo, células no invasivas del
sitio primario y las derivadas de ellas con diferente capacidad tumorigénica y metastática.
Así, se dispone de una base para el estudio de los cambios fenotípicos y genotipicos
asociados a la adquisición del carácter maligno de células de adenocarcinoma de colon y
para la identificación de potenciales biomarcadores de pronóstico.
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Los estudios in vitro de interacción de las células RCS-TC2 con componentes de la
matriz extracelular permiten concluir que:
-El comportamiento de las células BCS-TC2 se altera tras su interacción con la ECM
o con sus componentes individuales (colágenos de tipo 1 y IV, laminina y
fibronectina). En presencia de estos sustratos se incrementa la capacidad adhesiva
de las células. Las secuencias -ROD- de la fibronectina e -IKVAV- de la laminina
median en este proceso de adhesión. La extensión celular se favorece por
fibronectina y colágenos, mientras que la laminina promueve tanto la extensión
como la agregación, posiblemente a través de señales desencadenadas por distintos
receptores celulares. Todos los ligandos de la ECM estudiados incrementan la
capacidad proliferativa y mitótica de las células.
-La interacción de estas células con la ECM tiene lugar principalmente a través de
receptores de tipo integrina. Se han identificado las integrinas a5I3~ y cx,j31 como los
principales receptores para fibronectina y colágenos, respectivamente. La integrina
a431 constituye el principal receptor para laminina, aunque no se puede descartar
la participación de otras proteínas, tales como integrinas (a431 y «313!), galactosil-
lectinas, 5’-nucleotidasay la proteína de unión a laminina de 67 kDa, en la adhesión
celular mediada por esta glicoproteina.
-La interacción con la ECM induce la formación de contactos focales y la
reorganización del citoesqueleto en las células BCS-TC2. Con todos los sustratos
se observa la fosforilación de residuos de tirosina de una proteína de 125 kDa, que
posiblemente corresponda a la tirosina quinasa ppl25F/~ que participaría en la
transmisión de la señal desde la matriz extracelular al interior celular.
Los estudios in vivo relativos a la mod¿tlcación del fenotipo tumorigénico/metastático de
las células RCS-TC2 por su interacción con la matriz extracelular han permitido concluir
que:
-Las células BCS-TC2 no presentan capacidad tumorigénica intrínseca, aunque ésta
se induce en presencia de matrigel o por componentes de la matriz tales como
fibronectina y laminina. La coinyección de las células con distintos colágenos (tipos
1, IV y V) no induce el fenotipo tumorigénico de las células.
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A partir de los tumores ha sido posible el establecimiento y caracterización de
nuevas sublíneas celulares. Estos estudios sugieren que la propagación in vivo de las
células en presencia de componentes específicos de la ECM conduce a la selección
de subpoblaciones celulares que presentan las dos alteraciones cromosómicas
observadas en las células parentales [der(15), der(16)]. además de una alteración
adicional en el cromosoma 9, manifestando todas ellas capacidad tumorigénica
intrínseca.
Las distintas sublíneas celulares, de naturaleza epitelial, presentan distinto grado de
diferenciación celular, sin que se observe una correlación entre éste y el fenotipo
tumorigénico de las células.
La adquisición del fenotipo tumorigénico se correlaciona con alteraciones en los
niveles de expresión de integrinas. Las sublíneas tumorigénicas expresan niveles
más elevados de las subunidades 13,, a,, «3 y a6, mientras que no se modifican los
niveles de «5 y bajan los de fY~. Estas diferencias no se reflejan en cambios
significativos en la adhesión celular.
En el medio condicionado por los tumores obtenidos tras la inyección subcutánea
de los distintos tipos de células se detecta la presencia tanto de la MMP-2 como la
MMP-9. Estas actividades proteolíticas pueden ser secretadas tanto por las células
del estroma como por las células transformadas. Las células parentales BCS-TC2
no expresan actividades gelatinolíticas. ni se inducen tras interacción in vitro con
laminina y matrigel. Únicamente se detecta actividad MMP-2 asociada a la
membrana. A diferencia de las células parentales, en los medios condicionados por
las sublíneas tumorigénicas se detectan las actividades de MMP-2, MMP-7 y MMP-
9. Este hecho, junto con el análisis de los niveles de expresión de estas enzimas por
parte de los distintos tipos de células, sugiere la implicación de éstas en la
progresión maligna.
El análisis de mutaciones en el gen pS3 no refleja diferencias entre las células
parentales y las sublíneas tumorigénicas.
El tumor de donde proceden las células BCS-TC2 es de tipo RER~. Esto se
manifiesta en la inestabilidad genética observada en el tejido tumoral y en los
cultivos primarios de las células. Sin embargo, el establecimiento en cultivo de las
células produce una aparente reversión del fenotipo mutador. La comparación de
secuencias de microsatélites entre las células parentales y las sublíneas tumorigénicas
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indica la reactivación de la inestabilidad genética por la propagación in vivo de las
células. El matrigel puede desempeñar un papel importante en la reaparición del
fenotipo mutador.
Las células parentales no presentan capacidad para inducir la formación de focos
secundarios. La matriz extracelular influye en el fenotipo metastático de las células
BCS-TC2. Así, las sublineas celulares, obtenidas por selección con componentes de
la ECN4, producen metástasis hepáticas. Por otro lado, la coinyección de las células
en presencia de lamínina, fibronectina o matrigel conduce a la formación de focos
secundarios en el hígado y ocasionalmente en el pulmón. A partir de metátasis
hepáticas se han establecido en cultivo dos nuevas sublineas celulares lo que permite
ampliar el sistema modelo de estudio.
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